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I. Grundlage d s B richts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich 
eingereicht 0 und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-26 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1 -22 mit Telefax vom 31/1 0/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-5, In der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Griinden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbark it 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte international Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 6-7 (IA). 

Begrundung: 

H Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 6-7 (IA) beziehen sich auf 
den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden 
braucht (genaue Angaberi): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaberi) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaberi): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 
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□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



3, 13 

1-2, 4-12, 14-22 



1-22 

1-5, 8-22 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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PUNKT I: 

Die mit Schreiben vom 31.10.01 eingereichten Anderungen des Anspruchs 22 
bringen Sachverhalte ein, die im Widerspruch zu Artikel 34 (2) b) PCT uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt 
hinausgehen. Es handelt sich dabei urn folgende Anderungen in der allgemeinen 
Formel I: 

1) Deletion einer Methylengruppe zwischen Doppelbindung und (CH 2 ) n -Gruppe, 

2) Umwandlung von (-CH 2 -) n in (-CH a -) n . Hierdurch entstehen 5-bindige 
Kohlenstoff-Atome, die chemisch unmoglich sind! 

Aus diesem Grunde wurden die Anderungen des Anspruchs 22 bei der 
Erstellung des vorliegenden Internationalen Vorlaufigen Prufungsberichts nicht 
beriicksichtigt (Regel 70.2 (c) PCT). 



PUNKT 111 : 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruch 
6-7 (soweit sie sich auf Menschen beziehen) gewerblich anwendbar sind, gibt es 
in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Daher wird uber die 
gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspriiche kein Gutachten 
erstellt (Artikel 34 (4) (a) (i) PCT). Siehe jedoch Punkt V-3. 



PUNKT V : 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO 98 46762 A (COMMONW SCIENT IND RES ORG), 22. Oktober 1998; 
D2: WO 97 37033 A (BAFOR M. ET AL.), 9. Oktober 1997; 
D3: WO 98 56922 A (DU PONT), 17. Dezember 1998; 

D4: US-A-5 850 026 (DEBONTE L.R. UND HITZ W.D.), 15. Dezember 1998; 
D5: WO 94 1 1516 A (DU PONT), 26. Mai 1994; 
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D6: FETT WISSENSCHAFT TECHNOLOGIE, Bd. 89, 1987, Seiten 227-230, 
(Meier zu Beerentrup H. und Robbelen, G.), ISSN: 0931-5985; 

D7: JOURNAL OF THE CHEMICAL SOCIETY PERKIN TRANSACTIONS I, 
Nr. 1 1 , 1985, Seiten 2425-2434, (Crombie L. und Holloway S.J.), 
ISSN: 0300-922X; 

D8: PLANT PHYSIOLOGY (Linsen I. et al.), Bd. 113, 1997, Seiten 1343-1349, 
ISSN: 0032-0889; 

D9: WO 97 35987 A (PIONEER HI BRED INTL. INC.), 2. Oktober 1997; 
D10: 'The Lipid Handbook: Second Edition' (Gunstone F.D. et al.), 1994, 

Seiten 7, 51 und 109, CHAPMAN & HALL, LONDON; 
D11: DATABASE BIOSIS [Online] BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 

1998 (Dhar P. und Bhattacharyya D.K.), Database accession no. 

PREV1 99900002659 & ANNALS OF NUTRITION & METABOLISM, Bd. 42, 

Nr. 5, 1998, Seiten 290-296, ISSN: 0250-6807; 
D12: BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, 

Bd. 188, Nr. 3, 1992, Seiten 1220-1227, (Hamberg M.), ISSN: 0006-291 X. 



1. NEUHEIT 

Die Anspriiche 1-2, 4-12 und 14-22 erfullen aus folgenden Griinden nicht die 
Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT: 

1.1 Isolierte Nukleinsauresequenzen, die fur ein Polypeptid mit Desaturaseaktivitat 
kodieren und alle Merkmale der Gruppe b) Oder c) des vorliegenden Anspruchs 
1 enthalten, sind in den Dokumenten D1 (Zusammenfassung; SEQ ID NO:1 und 
SEQ ID NO:3; Beispiel 1; Anspriiche 1 und 15), D2 (Zusammenfassung; SEQ ID 
NO:2; Anspriiche 5-7), D3 (Zusammenfassung; SEQ ID NOs 1 und 3; Anspriiche 
1-2 und 5-6), D4 (Zusammenfassung; SEQ ID NOs 1, 3 und 5) und D5 (SEQ ID 
NO's 1, 3, 5, 7, 1 1 und 15; Anspriiche 1-5) offenbart. Der Gegenstand des 
Anspruchs 1 ist daher nicht neu im Sinne des Artikels 33(2) PCT. 

Die mit der Internationalen Vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde kann dem 
Argument des Anmelders (siehe Schreiben vom 31.10.01) nicht zustimmen, daB 
Epoxvaenasen (wie sie in D1 und D3 offenbart sind) und Acetvlenasen (die z.B. 
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aus D2 bekannt sind) keine Desatu rase - Akti vitat besaBen, weil Desaturasen 
ausschlieBlich die Einfiihaing von Doppelbindunaen katalysierten. Vielmehr 
scheint der Begriff " Desaturase " im Stand der Technik als Oberbegriff fur Enzyme 
verwendet zu werden, die die Oxidation von gesattigten Fettsauren katalysieren 
(siehe die IUBMB Enzym-Nomenklatur, z.B. EC 1.14.99.33 fur Acetylenasen, 
siehe "www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme'' oder "us.expasy.org/enzyme"). Die 
im vorliegenden Anspruch 1 beanspruchten Nukleinsauresequenzen fur 
Polypeptide mit Desaturaseaktivitat werden daher durch die in D1-D3 offenbarten 
Sequenzen vorweggenommen. 

Die mit der Intemationalen Vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde kann auch 
dem Argument des Anmelders (siehe Schreiben vom 31.10.01) nicht zustimmen, 
die in D3-D5 offenbarten Desaturasen waren nicht neuheitsschadlich fur die 
vorliegende Anmeldung, weil sie uber den gesamten Aminosaurebereich eine 
deutlich geringere Homologie besaBen (als die in Anspruch 1 (c) genannten 
75%). Die Griinde hierfur sind: 

a) Der Begriff "Homologie" ist unklar und nicht identisch mit "Sequenzidentitat" 
(siehe auch Punkt VIII-1.); 

b) Anspruch 1 beansprucht nicht, daB die Homologie mindestens 75% "uber 
- den gesamten Aminosaurebereich" betragen solle. 

1 .2 Auch Aminosauresequenzen mit alien Merkmalen des vorliegenden Anspruchs 2 
sind aus D1 (Zusammenfassung; SEQ ID NO's 1-4; Anspruche 28-32), D2 (SEQ 
ID NO:2), D3 (Zusammenfassung; SEQ ID NO's 2 und 4; Anspruch 1 und 5), D4 
(Zusammenfassung; SEQ ID NO's 2, 4 und 6) und D5 (SEQ ID NO: 1-8) bekannt. 
Der Gegenstand des Anspruchs 2 ist daher ebenfalls nicht neu im Sinne des 
Artikels 33(2) PCT. 

1 .3 Auch die Anspruche 4-5 sind nicht neu (Artikel 33(2) PCT), weil die Dokumente 
D1-D5 auch Konstrukte und Vektoren mit alien Merkmalen dieser Anspruche 
offenbaren (siehe die oben zitierten Passagen, die Beispiele von D1-D5 sowie 
Anspruch 19 von D1 und Anspruche 3 und 7 von D3). 
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1 .4 Analoge Einwande gelten fur die Anspruche 6-8, weil transgene Pflanzen und 
andere Organismen mit alien Merkmalen dieser Anspruche ebenfalls aus D1-D5 
bekannt sind (siehe die Beispiele von D1-D5 sowie: Anspruche 45-49 von D1 ; 
Anspruche 12-15 von D2; Anspruche 4 und 8-9 von D3; Anspruche 1-13 von D4). 

1 .5 Auch Verfahren zur Herstellung von Fettsauren oder Triglyceriden mit alien 
Merkmalen der Anspruche 9-12 und 14 sind nicht neu im Sinne des Artikels 
33(2) PCT, weil D1-D5 derartige Verfahren offenbaren (siehe die Beispiele sowie: 
Anspruche 20-23 und 33-44 von D1 ; Anspruche 1-4 und 9-1 1 von D2; Anspruch 
14 von D3; Anspruche 14-23 von D4; Anspruche 10-1 1 von D5). 

1 .6 Ein Produkt kann nicht deswegen als neu angesehen werden, weil es durch ein 
neues Verfahren erzeugt wird. Die Anspruche 15-18, deren Gegenstand durch 
das Herstellungsverfahren der beanspruchten Fettsauren bzw. Triglyceride 
definiert wird, erfullen daher nicht die Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT, weil 
derartige Fettsauren bzw. Triglyceride in zahlreichen Dokumenten des Standes 
der Technik offenbart sind (siehe z.B. D1-D10). 

Aus den unter Punkt V-1.1 genannten Griinden kann die mit der Internationalen 
Vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde nicht dem Argument des Anmelders 
(siehe Schreiben vom 31. 10.01 >zustimmen, bei den durch das vorliegende 
Verfahren hergestellten Fettsauren bzw. Triglyceriden handele es sich aufgrund 
der "spezifischen enzymatischen Aktivitat, die eine Doppelbindung in Konjugation 
zu einer vorhandenen Doppelbindung in das Molekul einfuhrt, urn eine neue 
Fettsaurezusammensetzung bzw. um neue Triglyceride, die diese Fettsauren 
enthalten". Vielmehr konnen die in den Anspruchen 15-18 beanspruchten 
Fettsauren bzw. Triglyceride nicht als neu (Artikel 33(2) PCT) angesehen werden, 
weil weder die Sequenzen des vorliegenden Anspruchs 1 noch die Verfahren der 
vorliegenden Anspruche 9-12 neu sind (siehe oben). 

1 .7 Auch der Gegenstand der Anspruche 19-20 ist nicht neu im Sinne des Artikels 
33(2) PCT, weil D1-D5 Verwendungen mit alien Merkmalen dieser Anspruche 
offenbaren (siehe die Beispiele sowie: Anspruche 33-44 von D1; SEQ ID NO:1 
und Anspruche 8-10 von D2; Anspruche 13-17 von D3; Seite 46, Zeilen 7-10; 
Seite 48, Zeilen 16-28; Seite 53, Zeilen 4-9; Anspruch 10 von D5). 
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1 .8 Da die Verwendung von Fettsauren oder Triglyceriden zur Herstellung von 
Nahrungsmitteln, Tierfutter, Kosmetika oder Pharmazeutika aus unzahligen 
Dokumenten bekannt ist (siehe Lehrbucher), erfullt auch Anspruch 21 nicht die 
Erfordemisse des Artikels 33(2) PCT. 

1 .9 Ein Enzym mit alien Merkmales des vorliegenden Anspruch 22 (wobei n=3 und 
R 2 = CH 3 (CH 2 ) 4 CH=CH-CH 2 (ein ungesattigtes C 8 -Alkyl) sind) wird in Dokurnent 
D12 offenbart (Zusammenfassung, Abb. 1 und 4). Der Gegenstand des 
Anspruchs 22 ist daher auch nicht neu im Sinne des Artikels 33(2) PCT. 

1.10 Die verbleibenden Anspruche 3 und 13 sind neu im Sinne des Artikels 33(2) 
PCT, weil der verfugbare Stand der Technik keine Sequenzen oder Verfahren mit 
alien Merkmalen dieser Anspruche offenbart. 



2. ERFINDERISCHE TATIGKEIT 

Jedoch erfullen die Anspruche 3 und 13 aus folgenden Grunden nicht die 
Erfordemisse des Artikels 33(3) PCT: 

2.1 Verglichen mit den Dokumenten D1-D5 unterscheidet sich der Gegenstand des 
Anspruchs 3 nur dadurch, daB die Aminosauresequenz durch SEQ ID NO:1 
kodiert wird. Die mit diesem Anspruch zu losende Aufgabe kann somit darin 
gesehen werden, eine alternative Desaturase-Aminosauresequenz 
bereitzustellen. Da der Stand der Technik jedoch die Sequenzen zahlreicher 
Desaturasen offenbart (siehe oben), ware es fur den Fachmann naheliegend, 
weitere Desaturasen zu identifizieren. Da die durch SEQ ID NO:1 kodierte 
Desaturase zudem keine besondere Eigenschaften oder Vorteile zu besitzen 
scheint, kann Anspruch 22 nicht als erfinderisch im Sinne des Artikels 33(3) PCT 
angesehen werden. 

2.2 Verglichen mit den Herstellungsverfahren fur Fettsauren/Triglyceride aus D1-D5 
unterscheidet sich der Gegenstand des Anspruchs 13 nur dadurch, daB die 
ungesattigten Fettsauren einen erhohten Gehalt an Calendulasaure aufweisen. 
Obwohl die Erhohung des Calendulasaure-Gehaltes im Stand der Technik nicht 
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explizit offenbart zu sein scheint, ware eine solche Erhdhung fur den Fachmann 
naheliegend, weil Herstellungsverfahren fur derartige konjugierte Fettsauren 
allgemein bekannt ist (siehe Punkt V-1.5. oben) und weil die kommerzielle 
Bedeutung der Calendulasaure aus dem Stand der Technik ebenfalls bekannt ist 
(siehe z.B. D6 und D1 1). Der Gegenstand des Anspruchs 13 scheint daher 
ebenfalls nicht auf erfinderischer Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) zu beruhen. 

3. INDUSTRIELLE ANWENDBARKEIT 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruch 
6-7 (soweit sie sich auf Menschen beziehen) gewerblich anwendbar sind, gibt es 
in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Das EPA beispielsweise 
erkennt den Gegenstand von Anspriichen, die auf den menschlichen Korper 
gerichtet sind, nicht als patentierbar an (Regel 23e(1) EPU). 

4. P,X-DOKUMENTE 

Die vorliegende Internationale Patentanmeldung beansprucht zu Recht die 
Prioritat einer fruherer Anmeldung. Die im Internationalen Recherchenbericht 
genannten ,, P,X"-Dokumente, die nach dem Prioritatsdatum, abervor dem 
Anmeldedatum der vorliegenden Anmeldung veroffentlicht wurden, sind daher fur 
die vorliegende Anmeldung nicht relevant (Regel 64.1 b) ii) PCT). 



PUNKT VI: 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 



Anmelde Nr. 
Patent Nr. 



Veroffentiichungsdatum 
(T ag/Monat/Jahr) 



(Tag/Monat/Jahr) 



Anmeldedatum 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(T ag/Monat/Jahr) 



WO 00 11 176 A 



02.03.00 



16.08.99 



20.08.98 



EP-A-0 945 514 



29.09.99 



26.03.98 



WO 01 12800 A 



22.02.01 



15.08.00 



16.08.99 
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1 . Da die vorliegende Internationale Patentanmeldung zu Recht die Prioritat einer 
fruheren Patentanmeldung beansprucht, gehoren die ersten beiden der in diesem 
Abschnitt genannten Patentanmeldungen (im Internationalen Recherchenbericht 
als "P,X"-Dokumente genannt) fur die vorliegende Internationale 
Patentanmeldung nicht zum Stand der Technik (Regel 64.1 PCT). In der 
Nationalen bzw. Regionalen Phase der vorliegenden Anmeldung konnen die 
genannten Dokumente jedoch zum relevanten Stand der Technik gehoren. 

2. Die dritte der oben genannten Patentanmeldungen (im Internationalen 
Recherchenbericht als "E"-Dokument genannt) wurde erst nach dem 
Anmeldedatum der vorliegenden Patentanmeldung veroffentlicht, besitzt jedoch 
ein Prioritatsdatum vor dem Prioritatsdatum der vorliegenden Anmeldung. In der 
Nationalen bzw. Regionalen Phase der vorliegenden Anmeldung kann dieses 
Dokumente daher relevant sein. 



PUNKT VIII : 

1 . Anspruch 1 ist unklar im Sinne des Artikels 6 PCT, weil der Ausdruck 

"mindestens 75% Homologie auf Aminosaureebene" nicht eindeutig ist, da nicht- ~ - 
ersichtlich ist, was unter die "Homologie" zu verstehen ist. Der Anmelder wird 
darauf hingewiesen, daB der Begriff "Homologie" nicht identisch ist zum Begriff 
"Identitat", sondern auch Ahnlichkeiten von Aminosauren berucksichtigt. 

2. Der in Anspruch 1 benutzte Ausdruck "wesentlich reduziert" ist vage und unklar 
und laBt den Leser uber das beanspruchte AusmaB der Reduktion im 
Ungewissen. Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands dieses 
Anspruchs nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 

3. Die Anspruche 10, 12-13, 16 und 18 sind unklar im Sinne des Artikels 6 PCT, 
weil der Ausdruck "mit einem erhohten Gehalt an [...]" nicht klarstellt, im Vergleich 
wozu der Gehalt erhoht ist. 
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4. Der in Anspruch 20 benutzte Ausdruck "Fragment" erfullt nicht die Erfordernisse 
des Artikels 6 PCT, weil der beanspruchte Schutzumfang nicht klar ist, solange 
die Mindestlange dieses "Fragments" nicht angegeben ist. Da ein einzelnes 
Nukleotid ein "Fragment" einer Nukleinsaure darstellt, wird der Gegenstand des 
Anspruchs 20 durch jedes Dokument vorweggenommen, das genomisches 
Homologie-Screening offenbart. 

5. Anspruch 22 ist unklar im Sinne des Artikels 6 PCT, weil die in der allgemeinen 
Struktur gezeigte Verbindung nur dann eine "Fettsaure" darstellt, wenn R 1 =H ist. 
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Patentansprttche 

1« Is lierte Nukl insauresequ nz, di fiir ein Polyp ptid mit 
5 Desaturaseaktivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleins&uresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Sequenz, 

10 b) NukleinsSuresequenzen, die sich als Ergebnis des 

degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO; 1 dargestellten Nukleinsaure- 
15 sequenz, die fUr Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 

dargestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 
75 % Homologie auf Amino ScUareebene aufweisen, ohne daB 
die enzymatische wirkung der Polypeptide wesentlich 
reduziert ist. 

20 

2* Aminosauresequenz codiert: durch eine Nukleinsauresequenz 
gemafl Anspruch 1. 

3. Aminosauresequenz nach Anspruch 2, codiert durch die in 
25 SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequenz. 

4. Nukleinsaurekonstrukt enthaltend eine Nukleinsauresequenz 
gemafl Anspruch 1, wobei die Nukleinsauresequenz mit einem 
Oder mehreren Regulationssignalen verknupft ist. 

30 

5* Vektor enthaltend eine Nukleinsauresequenz gemafl Anspruch 1 
Oder ein Nukleinsaurekonstrukt gemafl Anspruch 4, 

6. Organismus enthaltend mindestens eine Nukleins&uresequenz 
35 gemSfl Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt 

gemafl Anspruch 4. 

7. Organismus nach Anspruch 6, wobei es sich bei dem Organismus 
urn eine Pflanze, einen Mikroorganismus oder ein Tier handelt. 

40 

8. Transgene Pflanze enthaltend eine funktionelle oder nicht 
funktionelle Nukleinsauresequenz gemSB Anspruch 1 oder ein 
funktionelles oder nicht funktionelles Nukleinsaurekonstrukt 
gemafl Anspruch 4. 

45 
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9- Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Fettsauren da- 
durch gekennzeichnet, daB man mindestens eine Nukleins&ur - 
seguenz gem&B Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaure- 
konstrukt gemSB Anspruch 4 in einen 01 produzierenden 
5 Organismus bringt, diesen Organisxnus anzieht und daB in dem 

Organismus enthaltene 01 isoliert und die im 01 enthaltenden 
Fettsauren freisetzt. 

10. Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden ait einexn er- 
10 hohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren; dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man mindestens eine Nukleinsauresequenz gemaB 
Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt gemaB 
Anspruch 4 in einen Ql produzierenden organismus bringt, 
diesen Organismus anzieht und daB in dem Organismus ent- 

15 haltene 01 isoliert. 

11. Verfahren zur Herstellung von ges&ttigten Fettsauren dadurch 
gekennzeichnet, daB man mindestens eine nicht funktionelle 
Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 1 oder mindestens ein 

20 nicht funktionelles Nukleinsaurekonstrukt; gemaB Anspruch 4 in 

einen Ol produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus 
anzieht und daB in dem Organismus enthaltene 5l isoliert und 
die im Ol enthaltenden Fettsauren freisetzt, 

25 12. Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem er- 
hohten Gehalt an gesSttigten Fettsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man mindestens eine nicht funktionelle Nuklein- 
saureseguenz gemaB Anspruch 1 Oder mindestens ein nicht 
funktionelles Nukleinsaurekonstrukt gem&B Anspruch 4 in 

30 einen 01 produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus 

anzieht und daB in dem Organismus enthaltene 01 isoliert. 

13. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die ungesattigten FettsSuren einen erhohten Gehalt an 

35 Calendulasaure aufweisen. 

14. verfahren nach den Anspriichen 9 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich bei dem Organismus um eine pflanze oder 
einen Mikroorganismus handelt. 

40 

15 . Ungesattigte FettsSuren hergestellt nach einem Verfahren 
gemaB Anspruch 9. 

16. Triglyceride mit einem erhShten Gehalt an ungesattigten Fett- 
45 sauren hergestellt nach einem V rfahren gemaB Anspruch 10. 
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17. Gesattigte F ttsSuren herg 9tellt nach inem Verfahren gemaB 
Anspruch 11. 

18. Triglyceride mit einem erhohten Gehalt an gesattigten Fett- 
5 sauren hergestellt nach einem Verfahren gemafl Anspruch 12. 

19. Verwendung einer Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 1 oder 
eines Nukleinsaurekonstrukt gemafi Anspruch 4 zur Herstellung 
von transgenen Pflanzen. 

10 

20. verwendung einer Nukleinsauresequenz gemafl Anspruch 1 oder 
eines Fragments davon zur Isolierung einer genoxnischen 
Seguenz uber Bomologiescreening . 

15 21. Verwendung von ungesattigten oder gesattigten Fettsauren ge- 
maB Anspruch 15 oder 17 oder Triglyceriden mit einem erhohten 
Gehart an ungesattigten oder gesattigten Fettsauren gemaB An- 
spruch 16 oder 18 zur Herstellung von Nahrungsmitteln, Tier- 
f utter, Kosmetika oder Pharxnazeutika. 

20 

22. Enzyro, das durch eine Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 1 
codiert wird lind das eine Fettsaure der allgemeineh 
Struktur I, 



25 



(1) 




die zwei durch eine Methylengruppe voneinander getrennte 
30 Poppelbindungen aufweist, zu einer dreifach ungesattigten 

Fettsaure der allgemeinen Struktur 1 1 



35 «^^^^-^ CR ^ C00J S (ID 

umsetzt, wobei die drei Doppelbindungen der Fettsaure in 
Konjugation sind und wobei die Substituenten und Variablen in 
40 den Verbindungen der allgemeinen Struktur I und II folgende 

Bedeutung haben: 

R 1 - Wasserstoff , substituiertes der unsubstitui rtes, ung - 
sattigte oder gesattigtes, verzweigtes oder unverzweigtes 
45 Cx-Cio-Alkyl-, -CH^ 1 

t 1 
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R 2 =- substituiert sodr unsubstitui rtes, ungesattigtes Oder 
gesattigtes Ci-Cj-Alkyl- 

R 3 und R 4 unabhangig voneinander wasserstoff , substituiertes 
oder unsubstituiertes, gesattigtes oder ungesattigtes, 
verzweigtes oder unverzweigtes Ci-C 2 2-Alkylcarbonyl- oder 
Phospho-, 

n - 1 bis 14 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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(54) Title: FATTY ACID DESATURASE GENE FROM PLANTS 



(54) Bezeicbnung: FETTSAURE-DESATURASE-GEN AUS PFLANZEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing unsaturated or saturated fatty acids and to a method for producing 
triglycerides with an increased unsaturated or saturated fatty acid content. The invention also relates to a nucleic acid sequence and 
a nucleic acid construct, a vector and organisms containing at least one nucleic acid sequence or a nucleic acid construct Finally, the 
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^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von ungesattigten oder gesattigten Fett- 
sauren sowie ein Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten oder gesattigten Fettsau- 
ren. Die Erfindung betrifft weiterhin eine Nukleinsauresequenz; ein Nukleinsaurekonstrukt, einen Vektor und Organismen enthal tend 
^ mindestens eine Nukleinsauresequenz bzw. ein Nukleinsaurekonstrukt. Ausserdem betrifft die Erfindung gesattigte oder ungesat- 
^ tigte Fettsauren sowie Triglyceride mit einem erhChten Gehalt an ungesattigten oder gesattigten Fettsauren und deren Verwendung. 
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(54) Title: FATTY ACID DESATURASE GENE FROM PLANTS 



(54) Bezeichnung: FETTSAURE-DESATURASE-GEN AUS PFLANZEN 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing unsaturated or saturated fatty acids and to a method for producing 
_j triglycerides with an increased unsaturated or saturated fatty acid content. The invention also relates to a nucleic acid sequence and 

a nucleic acid construct, a vector and organisms containing at least one nucleic acid sequence or a nucleic acid construct. Finally, the 
fT) invention relates to saturated or unsaturated fatty acids and triglycerides with an increased unsaturated or saturated fatty acid content 

and to their use. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von ungesattigten oder gesattigten Fett- 
sauren sowie ein Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten oder gesattigten Fettsau- 
^ ren. Die Erfindung betrifft weiterhin eine Nukleinsauresequenz; ein Nukleinsaurekonstrukt, einen Vektor und Organismen enthaltend 
mindestens eine Nukleinsauresequenz bzw. ein Nukleinsaurekonstrukt Ausserdem betrifrt die Erfindung gesattigte oder ungesai- 
tigte Fettsauren sowie Triglyceride mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten oder gesattigten Fettsauren und deren Verwendung. 
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Beschreibung 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von ungesattigten oder gesattigten Fettsauren sowie ein Verfahren 
zur Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an 
ungesattigten oder gesattigten Fettsauren. 

10 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Nukleinsauresequenz; ein 
Nukleinesaurekonstrukt , einen Vektor und Organismen enthaltend 
mindestens eine Nukleinsauresequenz bzw. ein Nukleinsaurekon- 
strukt. Aufierdem betrifft die Erfindung gesattigte oder unge- 
15 sattigte Fettsauren sowie Triglyceride mit einem erhohten Gehalt 
an ungesattigten oder gesattigten Fettsauren und deren Ver- 
wendung . 

Fettsauren und Triglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen 
20 in der Lebensmittelindustrie, der Tierernahrung , der Kosmetik und 
im Pharmabereich. Je nachdem ob es sich um freie gesattigte oder 
ungesattigte Fettsauren oder um Triglyceride mit einem erhohten 
Gehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind 
sie fur die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet, so werden 
25 beispielsweise mehrf ach ungesattigte Fettsauren Babynahrung zur 
Erhohung des Nahrwertes zugesetzt . Hauptsachlich werden die ver- 
schiedenen Fettsauren und Triglyceride aus Mikroorganismen wie 
Mortierella oder aus 6l-produzierenden Pflanzen wie Soja, Raps, 
Sonnenblume und weiteren gewonnen, wobei sie in der Regel in Form 
30 ihrer Triacylglyceride anf alien. Sie werden aber auch vorteilhaft 
aus Tieren wie Fischen gewonnen. Die freien Fettsauren werden 
vorteilhaft durch Verseifung hergestellt . 

Je nach Anwendungszweck sind 6le mit gesattigten oder ungesattig- 
35 ten Fettsauren bevorzugt, so sind z.B. in der humanen Ernahrung 
Lipide mit ungesattigten Fettsauren speziell mehrfach ungesattig- 
ten Fettsauren bevorzugt, da sie einen positiven EinfluS auf den 
Cholesterinspiegel im Blut und damit auf die Moglichkeit einer 
Herzerkrankung haben. Sie finden in verschiedenen diatischen 
40 Lebensmitteln oder Medikamenten Anwendung . 

Besonders wertvolle und gesuchte ungesattigte Fettsauren sind die 
sogenannten konjugierten ungesattigten Fettsauren wie die konju- 
gierte Linolsaure. Fur konjugierte Fettsauren sind eine Reihe po- 
45 sitiver Effekte nachgewiesen worden, so reduziert die Verabrei- 
chung von konjugierter Linolsaure das Korperfett in Mensch und 
Tier bzw. erhoht den Futterumsatz in Korpergewicht bei Tieren 
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"(WO 94/16690, WO 96/06605, WO 97/46230, WO 97/46118) . Durch Gabe 
von konjugierter Linolsaure lassen sich auch beispielsweise Al- 
lergien (WO 97/32008) oder Krebs positiv (Banni et al . , Carcino- 
genesis, Vol. 20, 1999: 1019 - 1024, Thompson et al., Cancer, 
5 Res., Vol. 57, 1997: 5067 - 5072) beeinf lussen. 

Die chemische Herstellung konjugierter Fettsauren beispielsweise 
Calendulasaure oder konjugierter Linolsaure wird in US 3,356,699 
und US 4,164,505 beschrieben. Calendulasaure kommt naturlich 

10 in Calendula officinalis vor (Ul'chenko et al., Chemistry of Na- 
tural Compounds, 34, 1998: 272 - 274). Konjugierte Linolsaure 
findet sich beispielsweise in Rindfleisch (Chin et al., Journal 
of Food Composition and Analysis, 5, 1992: 185 - 197). Biochemi- 
sche Untersuchungen zur Synthese von Calendulasaure sind in Crom- 

15 bie et al . , J. Chem. Soc. Chem. Commun. , 15, 1984: 953 - 955 und 
J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1, 1985: 2425 - 2434 zu finden. 

Aufgrund ihrer positiven Eigenschaf ten hat es in der Vergangen- 
heit nicht an Ansatzen gefehlt Gene, die an der Synthese von 
2Q Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind, fur die Her- 
stellung von Olen in verschiedenen Organismen mit geandertem 
Gehalt an ungesattigten Fettsauren verfiigbar zu machen. So wird 
in WO 91/13972 und seinem US-Aguivalent eine A-9-Desaturase 
beschrieben. In WO 93/11245 wird eine A-15-Desaturase ; in 
WO 94/11516 wird eine A-12-Desaturase beansprucht. A-6-Desatura- 
sen werden in WO 93/06712 und WO 96/21022 beschrieben. Weitere 
Desaturasen werden beispielsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, 
WO 97/30582, WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey 
et al., J. Biol. Chem., 265, 1990: 20144 - 20149, Wada et al . , 
Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang et al . , Lipids 34, 1999: 649 
- 659 beschrieben. Die biochemische Charakterisierung der ver- 
schiedenen Desaturasen ist jedoch bisher nur unzureichend er- 
folgt, da die Enzyme als membrangebundene Proteine nur sehr 
schwer zu isolieren und charakterisieren sind (McKeon et al . , 
Methods in Enzymol . 71, 1981: 12141 - 12147, Wang et al . , Plant 
35 Physiol. Biochem., 26, 1988: 777 - 792). 

In Hefen konnte sowohl eine Verschiebung des Fettsaurespektrums 
zu \ingesattigten Fettsauren hin als auch eine Steigerung der 
Produktivitat nachgewiesen werden (siehe Huang et al . , Lipids 34, 

40 1999: 649 - 659, Napier et al., Biochem. J., Vol. 330, 1998: 
611 - 614) . Die Expression der verschiedenen Desaturasen in 
transgenen Pflanzen zeigte allerdings nicht den gewiinschten Er- 
folg. Eine Verschiebung des Fettsaurespektrum zu ungesattigten 
Fettsauren hin konnte gezeigt werden, gleichzeitig zeigte sich 

45 aber, daS die Syntheseleistung der transgenen Pflanzen stark 
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nachliefc, das hei&t gegeniiber den Ausgangspf lanzen konnten nur 
geringere Mengen an Olen isoliert werden. 

Nach wie vor besteht daher ein groSer Bedarf an neuen Genen, die 
5 fur Enzyme kodieren, die an der Biosynthese ungesattigter Fett- 
sauren beteiligt sind und es ermoglichen diese und speziell kon- 
jugierte ungesattigte Fettsauren zu synthetisieren und in einem 
technischen Mafcstab herzustellen. 

10 Es bestand daher die Aufgabe weitere Desaturasen fur die Synthese 
ungesattigter konjugierter Fettsauren zur Verfiigung zu stellen. 
Diese Aufgabe wurde durch eine isolierte Nukleinsauresequenz 
gelost, die fur ein Polypeptid mit Desaturaseaktivitat codiert , 
ausgewahlt aus der Gruppe : 



15 



a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 darge- 
stellten Sequenz , 



b) Nukleinsauresequenz en, die sich als Ergebnis des degenerier- 
20 ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 

Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar- 

25 gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 75 % 

Homologie auf Aminosaureebene aufweisen, ohne da£ die enzyma- 
tische Wirkung der Polypeptide wesentlich reduziert ist. 

Unter Derivate (n) sind beispielsweise f unktionelle Homologe des 
3Q von SEQ ID NO: 1 kodierten Enzyms oder dessen enzymatischer Akti- 
vitat, das heifit Enzyme, die dieselben enzymatischen Reaktionen 
wie das von SEQ ID N0:1 kodierte Enzym katalysieren, zu ver- 
stehen. Diese Gene ermoglichen ebenfalls eine vorteilhafte Her- 
stellung ungesattigter kon jugierte Fettsauren. Unter ungesattig- 
35 ten Fettsauren sind im folgenden einfach und mehrfach ungesattig- 
te Fettsauren zu verstehen, deren Doppelbindungen konjugiert oder 
nicht konjugiert sein konnen. Die in SEQ ID NO:l genannte Sequenz 
kodiert fur eine neue unbekannte Desaturase, die an der Synthese 
von Calendulasaure in Calendula officinalis beteiligt ist. Das 
40 Enzym setzt (9Z, 12Z) Octadecadien/Linolsaure zu (8E,10E,12Z) Octa- 
decakonjutrien/ Calendulasaure urn. Im folgenden wird sie als 
Calendulasaure-Desaturase bezeichnet . 



Die erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenz oder Fragmente davon 
45 konnen vorteilhaft zur Isolierung weiterer genomischer Sequenzen 
iiber Homologiescreening verwendet werden. 
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Die genannten Derivate lassen sich beispielsweise aus anderen 
eukaryontischen Organismen wie Pflanzen wie Calendula stellata, 
Osteospermum spinescens oder Osteospermum hyoseroides, Algen, 
Protozoen wie Dinof lagellaten oder Pilze isolieren. 

5 

Weiterhin sind unter Derivaten bzw. f unktionellen Derivaten der 
in SEQ ID No.l genannten Sequenz beispielsweise All el variant en zu 
verstehen, die mindestens 75 % Homologie auf der abgeleiteten 
Aminosaureebene , bevorzugt mindestens 80 % Homologie, besonders 

10 bevorzugt mindestens 85 % Homologie, ganz besonders bevorzugt 
90 % Homologie aufweisen. Die Homologie wurde iiber den gesamten 
Aminosaurebereich berechnet . Es wurde das Prograram PileUp ver- 
wendet (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins et al . , 
CABIOS, 5 1989: 151 - 153). Die von der genannten Nukleinsaure 

25 abgeleitete Aminos auresequenz ist Sequenz SEQ ID No. 2 zu ent- 

nehmen . Allelvarianten umfassen insbesondere funktionelle Varian- 
ten, die durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleo- 
tiden aus der in SEQ ID No.l dargestellten Sequenz erhaltlich 
sind, wobei die enzymatische Aktivitat der abgeleiteten syntheti- 

2Q sierten Proteine erhalten bleibt. 

Solche DNA-Sequenzen lassen sich ausgehend von der in SEQ ID NO:l 
beschriebenen DNA-Sequenz oder Teilen dieser Sequenzen, bei- 
spielsweise mit liblichen Hybridisierungsverf ahren oder der PCR- 
25 Technik aus anderen Eukaryonten wie oben genannt isolieren. Diese 
DNA-Sequenzen hybridisieren unter Standardbedingungen mit den ge- 
nannten Sequenzen. Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oli- 
gonukleotide beispielsweise der konservierten Bereiche, die iiber 
Vergleiche mit anderen Desaturasegenen in dem Fachmann bekannter- 
weise ermittelt werden konnen, verwendet. Es konnen aber auch 
langere Fragmente der erf indungsgemaSen Nukleinsauren oder die 
vollstandigen Sequenzen fur die Hybridisierung verwendet werden. 
Je nach der verwendeten Nukleinsaure: Oligonukleotid, langeres 
Fragment oder vollstandige Sequenz oder je nachdem welche 
Nukleinsaureart DNA oder BNA fur die Hybridisierung verwendet 
werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen beispiels- 
weise die Schmel z t emper a tur en fur DNArDNA-Hybride ca 10 °C 
niedriger als die von DNA-.RNA-Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nuklein- 
40 saure Temperaturen zwischen 42 und 58 °C in einer wa£rigen Puffer- 
losung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC 
= 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) oder zusatzlich in 
Gegenwart von 50% Formamid wie beispielsweise 42 °C in 5 x SSC, 
50% Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen die Hybridi- 
45 sierungsbedingungen fur DNA: DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Tempe- 
raturen zwischen etwa 20 °C bis 45 °C, bevorzugt zwischen etwa 
30 °C bis 45 °C. Fur DNA ; RNA- Hybr i de liegen die Hybridisierungs- 
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bedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30 °C bis 55 °C, bevorzugt zwischen etwa 45 °C bis 55 °C. 
Diese angegebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind bei- 
spielhaft kalkulierte Schmelztemperaturwerte fur eine Nuklein- 
5 saure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem 

G + C-Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimen- 
tellen Bedingungen fiir die DNA-Hybridisierung sind in einschlagi- 
gen Lehrbiichern der Genetik wie beispielsweise Sambrook et al., 
"Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, 

lO beschrieben und lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln 
beispielsweise abhangig von der Lange der Nukleinsauren, der 
Art der Hybride oder dem G + C-Gehalt berechnen. Weitere 
Inf ormationen zur Hybridisierung kann der Fachmann folgenden 
Lehrbiichern entnehmen: Ausubel et al . (eds) , 1985, Current 

15 Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York; 
Hames and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids Hybridization: A 
Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press, Oxford; 
Brown (ed) , 1991, Essential Molecular Biology: A Practical 
Approach, IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 
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Weiterhin sind unter Derivaten Homologe der Sequenz SEQ ID No.l 
beispielsweise eukaryontische Homologe, verkurzte Sequenzen, Ein- 
zelstrang-DNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz 
oder RNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz zu ver- 
stehen. 

Au&erdem sind unter Homologe der Sequenz SEQ ID No.l Derivate wie 
beispielsweise Promotorvarianten zu verstehen. Diese Varianten 
konnen durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Inser- 
tion (en) und/oder Deletion (en) verandert sein, ohne daE aber die 
Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt 
sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer 
Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhoht oder komplett durch wirk- 
samere Promotoren auch artfremder Organismen ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch vorteilhaft Varianten zu verstehen, 
deren Nukleotidsequenz im Bereich -1 bis -2000 vor dem Startkodon 
so verandert wurden, da& die Genexpression und/oder die Protein- 
expression verandert, bevorzugt erhoht wird. Weiterhin sind unter 
Derivaten auch Varianten zu verstehen, die am 3 ' -Ende verandert 
wurden . 



Fiir eine optimale Expression heterologer Gene in Organismen ist 
es vorteilhaft die Nukleinsauresequenzen entsprechend des im 
Organismus verwendeten spezifischen "codon usage" zu verandern. 
Der "codon usage" la&t sich anhand von Computerauswertungen 
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anderer, bekannter Gene des betreffenden Organismus leicht 
ermitteln. 

Vorteilhaft kann das Calendulasaure-Desaturase-Gen iin erfindungs- 
5 gemafien Verfahren mit weiteren Genen der Fettsaurebiosynthese 
kombiniert werden. 

Unter den erf indungsgemafcen Aminosauresequenzen sind Proteine zu 
verstehen, die eine in SEQ ID NO: 2 dargestellte Aminosaure- 

10 sequenz oder eine daraus durch Substitution, Inversion, Insertion 
oder Deletion von einem oder mehreren Aminosaureresten erhaltli- 
che Sequenz enthalten, wobei die enzymatische Aktivitat des in 
SEQ ID NO: 2 dargestellten Proteins erhalten bleibt bzw. nicht 
wesentlich reduziert wird. Unter nicht wesentlich reduziert sind 

15 alle Enzyme zu verstehen, die noch mindestens 10 %, bevorzugt 
20 %, besonders bevorzugt 30 % der enzymatischen Aktivitat des 
Ausgangsenzyms aufweisen. Dabei konnen beispielsweise bestimmte 
Aminosauren durch solche mit ahnlichen physikochemischen Eigen- 
schaften (Raumerfiillung, Basizitat, Hydrophobizitat etc.) ersetzt 

20 werden. Beispielsweise werden Argininreste gegen Lysinreste, 
Valinreste gegen Isoleucinreste oder Asparaginsaurereste gegen 
Glutaminsaurereste ausgetauscht . Es konnen aber auch ein oder 
mehrere Aminosauren in ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzugefiigt 
oder entfernt werden, oder es konnen mehrere dieser MaEnahmen 

25 miteinander kombiniert werden. 

Unter dem erf indungsgemaSen Nukleinsaurekonstrukt oder -fragment 
ist die in SEQ ID NO: 1 genannte Sequenz, Sequenzen, die sich als 
Ergebnis des genetischen Codes und/oder deren funktionellen oder 

3 0 nicht funktionellen Derivate zu verstehen, die mit einem oder 
mehreren Regulations signal en vorteilhaf terweise zur Erhohung 
der Genexpression funktionell verkniipft wurden. Beispielsweise 
handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen 
an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression 

35 der Nukleinsaure regulieren. Zusatzlich zu diesen neuen Regula- 
tionssequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die naturliche 
Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen 
noch vorhanden sein und gegebenenf alls genetisch verandert worden 
sein, so da£ die naturliche Regulation ausgeschaltet und die 

4Q Expression der Gene erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann aber auch 
einfacher aufgebaut sein, das hei£t es wurden keine zusatzlichen 
Regulationssignale vor die Sequenz oder deren Derivate inseriert 
und der naturliche Promotor mit seiner Regulation wurde nicht 
entfernt. Stattdessen wurde die naturliche Regulationssequenz so 

45 mutiert, dafi keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert wird. Diese veranderten Promotoren konnen auch allein 
vor das naturliche Gen zur Steigerung der Aktivitat gebracht 
werden. Das Genkonstrukt kann auSerdem vorteilhaf terweise auch 
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eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell 
verkniipft mit dem Promotor enthalten, die eine erhohte Expression 
der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3'-Ende der DNA- 
Seguenzen konnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert 
5 werden wie weitere regulatorische Elemente oder Tenninatoren. Das 
Calendulasaure-Desaturase-Gen kann in einer oder mehreren Kopien 
im Genkonstrukt enthalten sein. 



Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erf indungsgema£e Ver- 
io fahren sind beispielsweise in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, 
tet-, trp-tet-, lpp~, lac-, lpp-lac-, lacl<3-' T7-, T5-, T3-, 
gal-, trc-, ara-, SP6-, X-Pr- oder im X-P L -Promotor enthalten, die 
vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden. 
Weitere vorteilhafte Regulationssequenzen sind beispielsweise in 
15 den gram-positiven Promotoren amy und SP02 , in den Hefe- oder 

Pilzpromotoren ADC1, MFOC , AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH 
oder in den Pf lanzenpromotoren wie CaMV/35S [Franck et al., Cell 
21(1980) 285-294], PRPl [Ward et al . , Plant. Mol. Biol. 22 (1993) ] , 
SSU, OCS, lib4, STLS1, B33 , nos oder im Ubiqui tin- Promo tor ent- 
2Q halten. Weitere vorteilhafte Pf lanzenpromotoren sind beispiels- 
weise ein durch Benzensulf onamid-induzierbarer (EP 3 88186) , ein 
durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al . , (1992) Plant J. 
2,397-404), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP335528) bzw. 
ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-induzierbarer (W09321334) 
Promotor. Weitere Pf lanzenpromotoren sind beispielsweise der Pro- 
25 motor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel, der ST-LSI Promotor 
aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989) 2445-245), der 
Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransf erase aus 
Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nummer U87999) oder ein 
Nodien-spezif ischen Promotor wie in EP 249676 beschrieben. Vor- 
30 teilhaft sind insbesondere solche pflanzliche Promotoren, die die 
Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
die Fettbiosynthese bzw. dessen Vorstufen stattfindet. Insbeson- 
dere zu nennen sind Promotoren, die eine samenspezif ische Expres- 
sion gewahrleisten wie beispielsweise der usp-Promotor , der 
35 LEB4 -Promotor, der Phaseolin-Promotor oder der Napin- Promotor . 

Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Re- 
gulationssequenzen wie die oben genannten fur das erfindungs- 
gemafie Ver fahren verwendet werden. Dariiberhinaus konnen auch 
40 synthet ische Promotoren vorteilhaf t verwendet werden. 

Im Nukleinsaure fragment (= Genkonstrukt, Nukleinsaurekonstrukt ) 
konnen wie oben beschrieben noch weitere Gene, die in die 
Organismen eingebracht werden sollen, enthalten sein. Diese Gene 
45 konnen unter getrennter Regulation oder unter der gleichen Re- 
gulationsregion wie das erf indungsgemafie Desaturase-Gen liegen. 
Bei diesen Genen handelt es sich beispielsweise um weitere Bio- 
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synthesegene vorteilhaft der Fettsaure- und Lipidbiosynthese, die 
eine gesteigerte Synthese ermoglichen . Beispielsweise seien die 
Gene fiir die A15-, A12-, A9-, A6-, A5-Desaturase , die verschie- 
denen Hydroxylase!!, die Acetylenase, die Acyl-ACP-Thioesterasen, 
5 die {J-Ketoacyl-ACP-Synthasen, die Acyltransferasen wie die Diacyl- 
glycerolacyl trans f erase, die Glycerol-3-phosphatacyltransf erase 
oder die Lysophosphatidsaureacyl transferase oder die p-Ketoacyl- 
ACP-Reductasen genannt . Vorteilhaft werden die Desaturasegene im 
Nukleinsaurekonstrukt verwendet bevorzugt das A12-Desaturasegen. 

10 

Das Nukleinsauref ragment wird zur Expression in einem Wirts- 
organismus beispielsweise einem Mikroorganismus wie einem Pilz 
oder einer Pflanze vorteilhaf terweise in einen Vektor wie bei- 
spielsweise einem Plasmid, einem Phagen oder sons tiger DNA 
25 inseriert, das eine optimale Expression der Gene im Wirt ermog- 
licht. Geeignete Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG33 8, 
PACYC184, pBR322, pUC18, pUC19, pKC3 0, pRep4, pHSl, pHS2, 
pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-III 113 -Bl , Xgtll oder pBdCI, 
in Streptomyces pIJlOl, pIJ364, pIJ702 oder pIJ361, in Bacillus 
2Q pUBHO, pC194 oder pBD214, in Corynebacterium pSA77 oder pAJ667, 
in Pilzen pALSl, pIL2 oder pBB116, in Hefen 2^M, pAG-1, YEp6, 
YEpl3 oder pEMBLYe23 oder in Pflanzen pLGV23, pGHlac*, pBIN19, 
pAK2004, pVKH oder pDH51 oder Derivate der vorstehend genannten 
Plasmide. Die genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der 
moglichen Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl 
bekannt und konnen beispielsweise aus dem Buch Cloning Vectors 
(Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985 , ISBN 0 444 904018) entnommen werden. Geeignete pflanzliche 
Vektoren werden unter anderem in "Methods in Plant Molecular 
Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 
beschrieben. 
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Unter Vektoren sind auEer Plasmiden auch alle anderen dem Fach- 
mann bekannten Vektoren wie beispielsweise Phagen, Viren wie 
SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA zu 
verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden. Bevorzugt ist 
eine chromosomale Replikation. 

Der Vektor enthalt vorteilhaft mindestens eine Kopie der 

erf indungsgema&en Nukleinsauresequenz und/oder des erfindungs- 

gemafeen Nukleinsauref ragments . 

Zur Erhohung der Genkopienzahl konnen die Nukleinsauresequenzen 
oder homologe Gene, beispielsweise in ein Nukleinsauref ragment 
bzw. in einen Vektor eingebaut werden, der vorzugsweise die den 
jeweiligen Genen zugeordnete, regulatorische Gensequenzen oder 
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analog wirkende Promotoraktivitat enthalt. Insbesondere werden 
solche regulatorische Sequenzen verwendet, die die Genexpression 
verstarken . 

5 Vorteilhaf terweise enthalt das Nukleinsauref ragment zur 
Expression der weiteren enthaltenen Gene zusatzlich noch 3' 
und/oder 5' Terminale regulatorische Sequenzen zur Steigerung der 
Expression, die je nach ausgewahltem Wirtsorganismus und Gen oder 
Gene fur eine optimale Expression ausgewahlt werden. 

10 

Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 
der Gene und der Proteinexpression ennoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, daS das Gen erst 
nach Induktion exprimiert und/oder iiberexprimiert wird, oder daS 
15 es sofort exprimiert und/oder iiberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beein- 
flussen und dadurch erhohen. So kann eine Verstarkung der 
20 regulatorischen Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkripti- 
onsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promo- 
toren und/oder "Enhancer" verwendet werden, Daneben ist aber auch 
eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise 
die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

25 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann das er- 
f indungsgemafee Genkonstrukt auch vorteilhaf terweise in Form einer 
linear en DNA in die Organismen eingefiihrt werden und liber hetero- 
loge oder homologe Rekombination in das Genom des Wirtsorganismus 
30 integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem linearisier- 
ten Plasmid oder nur aus dem Nukleinsauref ragment als Vektor oder 
der erf indungsgemafeen Nukleinsauresequenz bestehen. 

Vorteilhaf terweise wird die erf indungsgema£e Nukleinsauresequenz 
35 zusammen mit mindestens einem Reportergen in ein Nukleinsaure- 
konstrukt kloniert, das in das Genom eingebracht wird. Dieses 
Reportergen sollte eine leichte Detektierbarkeit liber einen 
Wachstums-, Fluoreszenz-, Chemo-, Biolumineszenz- oder Resistenz- 
assay oder iiber eine photometrische Messxing ermoglichen. Bei- 
40 spielhaft seien als Reportergene Antibiotika-oder Herbizi- 

dresistenzgene, Hydrolasegene , Fluoreszenzproteingene, Biolumin- 
eszenzgene, Zucker- oder Nukleotidstof fwechselgene oder Bio- 
synthesegene wie das Ura3-Gen, das Ilv2-Gen, das Lucif erasegen, 
das p-Galactosidasegen, das gfp-Gen, das 2-Desoxyglucose-6- 
45 phosphat-Phosphatasegen, das |3-Glucuronidase-Gen, P-Lactamasegen, 
das Neomycinphosphotransf erasegen, das Hygromycinphospho- 
transf erasegen oder das BASTA (= Gluphosinat) Resistenz-Gen 
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genannt. Diese Gene ermoglichen eine leichte Messbarkeit und 
Quantif izierbarkeit der Transkriptionsaktivitat und damit der 
Expression der Gene. Damit lassen sich Genomstellen identi- 
fizieren, die eine unterschiedliche Produktivitat zeigen. 

5 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm kann die 
erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz auch alleine in einen 
Organismus eingebracht werden. 

10 Sollen neben der erf indungsgema£en Nukleinsauresequenz weitere 
Gene in den Organismus eingefxihrt werden, so konnen alle zusammen 
rait einem Reportergen in einem einzigen Vektor oder jedes 
einzelne Gen mit einem Reportergen in je einem Vektor in den 
Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren 

15 gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

Der Wirts organismus enthalt vorteilhaft mindestens eine Kopie der 
erf indungsgemafeen Nukleinsaure und/oder des erf indungsgema&en 
Nukleinsaurekonstrukts . 

20 

Das Einbringen der erf indungsgemafcen Nukleinsaure, des Nuklein- 
saurekonstrukts oder des Vektors in Organismen beispielsweise 
Pflanzen kann prinzipiell nach alien dem Fachmann bekannten 
Methoden erfolgen. 

25 

Fur Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
Lehrbiichern von Sambrook, J. et al. (1989) Molecular cloning: 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, von 
F.M. Ausubel et al . (1994) Current protocols in molecular bio- 
30 logy, John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning 
Vol.1, (1995), IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al . 
(1994) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Habor Laboratory 
Press oder Guthrie et al. Guide to Yeast Genetics and Molecular 
Biology, Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. 

35 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pf lanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
Pflanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 

40 Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
trans formation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
die Verwendung einer Genkanone, die Elektroporation, die Inku- 
bation trockener Embryonen in DNA-hal tiger Losung, die Mikro- 
injektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. 

45 Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al . , 
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und 
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R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. 
Plant Physiol. Plant Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
5 fonnieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al . , Nucl . Acids Res. 
12 (1984) 8711) . Die Transformation von Pflanzen mit Agro- 
bacterium tumefaciens wird beispielsweise von Hofgen und Will- 
mitzer in Nucl. Acid Res. (1988) 16, 9877 beschrieben. 

10 Mit einem erf indungsgemafeen Express ions vektor trans formierte 
Agrobakterien konnen ebenfalls in bekannter Weise zur Trans- 
formation von Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis oder 
Kulturpf lanzen, insbesondere von 01-haltigen Kulturpf lanzen, wie 
Soja, Erdnu£, Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, Flachs, 

15 Raps, KokosnuS, Olpalme, Farbersaflor (Carthamus tinctorius) oder 
Kakaobohne verwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter oder 
Blattstiicke in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlie&end 
in geeigneten Medien kultiviert werden. 

20 Die genetisch veranderten Pf lanzenzellen konnen uber alle dem 
Fachmann bekannten Methoden regeneriert werden. Entsprechende 
Methoden konnen den oben genannten Schriften von S.D. Kung und 
R. Wu, Potrykus oder Hofgen und Willmitzer entnommen werden. 

25 Als Organismen bzw. Wirtsorganismen fiir die erf indungsgemaEe 
Nukleinsaure, das Nukleinsaurekonstrukt oder den Vektor eignen 
sich prinzipiel alle Organismen, die in der Lage sind Fettsauren 
speziell ungesattigte Fettsauren zu synthetisieren bzw. fiir die 
Expression rekombinanter Gene geeignet sind. Beispielhaft seien 

30 Pflanzen wie Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Kultur- 
pf lanzen wie Soja, ErdnuS, Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, 
Flachs, Raps, KokosnuS, Olpalme, Farbersaflor (Carthamus tinc- 
torius) oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze beispielsweise 
die Gattung Mortierella, Saprolegnia oder Pythium, Bakterien wie 

35 die Gattung Escherichia, Hefen wie die Gattung Saccharomyces , 
Algen oder Protozoen wie Dinof lagellaten wie Crypthecodinium 
genannt. Bevorzugt werden Organismen, die naturlicherweise Ole in 
groSeren Mengen synthetisieren konnen wie Pilze wie Mortierella 
alpina, Pythium insidiosum oder Pflanzen wie Soja, Raps, Flachs, 

40 Kokosnufi, Olpalme, Farbersaflor, Rizinus, Calendula, Erdnufe, Ka- 
kaobohne oder Sonnenblume oder Hefen wie Saccharomyces cerevi- 
siae, besonders bevorzugt werden Soja, Raps, Flachs, Sonnenblume, 
Calendula oder Saccharomyces cerevisiae. Prinzipiell sind als 
Wirtsorganismen auch transgene Tiere beispielsweise Caeno- 

45 rhabditis elegans . 
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Eine weitere erf indungsgema&e Ausgestaltung sind wie oben be- 
schrieben transgene Pflanzen, die eine funktionelle oder nicht 
funktionelle Nukleinsaure oder ein f unktionelles oder nicht 
funkti one lies Nukleinsaurekonstrukt enthalten. Unter nicht 
5 funktionell ist zu verstehen, daS kein enzymatisch aktives 

Protein mehr synthetisiert wird, da das naturliche Gen inakti- 
viert wurde. AuSerdem ist unter nicht f unktionellen Nukleinsauren 
oder Nukleinsaurekonstrukten auch eine sogenannte Antisense-DNA 
zu versteheri; die zu transgenen Pflanzen fiihrt, die eine Reduk- 

10 tion der enzymatischen Aktivitat oder keine enzymatischen Aktivi- 
tat aufweisen. Mit Hilfe der Antisense-Technik, speziell wenn die 
erf indunsgema£e Nukleinsauresequenz mit anderen Fettsauresynthe- 
segene in der Antisense-DNA kombiniert wird, ist es moglich Trig- 
lyceride mit einem erhohten Gehalt an gesattigten Fettsauren bzw. 

15 gesattigte Fettsauren zu synthetisieren. Unter transgenen Pflan- 
zen sind einzelne Pf lanzenzellen und deren Kulturen auf Festme- 
dien oder in Fliissigkultur , Pf lanzenteile und ganze Pflanzen zu 
verstehen. 

20 Die Verwendung der erf indungsgemaJSen Nukleinsauresequenz oder 

des erf indungsgemafien Nukleinsaurekonstruktes zur Herstellung von 
transgenen Pflanzen gehort deshalb auch zu den Erf indungsgegen- 
s tan den. 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Enzym, das eine 
Fettsaure der allgemeinen Struktur I, 



30 



35 




COOR 



die zwei durch eine Methylengruppe voneinander getrennte Doppel- 
bindungen aufweist, zu einer dreifach ungesSttigten Fettsaure der 
allgemeinen Struktur II 




CHjj-COOR 1 
40 

umsetzt, wobei die drei Doppelbindungen der Fettsaure in Konju- 
gation sind und wobei die Substituenten und Variablen in den Ver- 
bindungen der allgemeinen Struktur I und II folgende Bedeutung 
haben : 

45 
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Ri = Wasserstof f , substituiertes oder unsubstituiertes, unge- 
sattigte oder gesattigtes, verzweigtes oder unverzweigtes 



Ci-Cio-Alkyl- , -CHj-j 1 

O O 

3 R R 

R2 = substituiertes oder unsubstituiertes , ungesattigtes oder 
gesattigtes Ci-Cg-Alkyl- 

10 R 3 und R 4 unabhangig voneinander Wasserstof f , substituiertes oder 
unsubstituiertes, gesattigtes oder ungesattigtes, verzweigtes 
oder unverzweigtes C 1 -C 2 2-Alkylcarbonyl- oder Phospho-, 

n = 1 bis 14, bevorzugt 1 bis 8, besonders bevorzug 4 bis 6, ganz 
15 besonders bevorzugt 6 . 

R 1 bezeichnet in den Verbindungen der Fonneln I und II Wasser- 
stof f, substituiertes oder unsubstituiertes, ungesattigte oder 
gesattigtes, verzweigtes oder unverzweigtes Ci-Cio-Alkyl- , oder 
20 - C H n 1 

O O 

R R 



Als Alkylreste seien substituierte oder unsubstituierte ver- 
zweigte oder unverzweigte Ci-Cio-Alkylketten wie beispielsweise 
Methyl, Ethyl, n-Propyl, 1-Methylethyl , n-Butyl, 1-Methylpropyl- , 
2-Methylpropyl, 1, 1-Dimethylethyl , n-Pentyl, 1-Methylbutyl , 
2-Methylbutyl , 3-Methylbutyl , 2 , 2-Dimethylpropyl , 1-Ethylpropyl , 
n-Hexyl , 1 , 1-Dimethylpropyl , 1 , 2-Dimethylpropyl , 1-Methylpentyl , 
2-Methylpentyl , 3-Methylpentyl , 4-Methylpentyl , 1 , 1 -Dimethyl - 
butyl , 1 , 2-Dimethylbutyl , 1 , 3 -Dimethy Ibuty 1 , 2 , 2-Dimethylbutyl , 
2 , 3-Dimethylbutyl , 3 , 3 -Dimethyl butyl , 1-Ethylbutyl , 2-Ethylbutyl , 
1, 1, 2-Trimethylpropyl, 1, 2, 2-Trimethylpropyl, 1-Ethyl-l-methyl- 
propyl, l-Ethyl-2-methylpropyl, n-Heptyl, n-Octyl, n-Nonyl oder 
n-Decyl genannt. 



Bevorzugte Reste fur R 1 sind Wasserstoff und -CH: 

40 




R 2 bezeichnet in den Verbindungen der Formeln I und II substi- 
tuiertes oder unsubstituiertes, ungesattigtes oder gesattigtes 
Ci-C 9 -Alkyl-. 
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Als Alkylreste seien substituierte oder unsubstituierte ver- 
zweigte oder unverzweigte Ci-Cg-Alkylketten wie beispielsweise 
Methyl, Ethyl, n-Propyl, 1 -Methyl e thy 1 , n-Butyl, 1-Methylpropyl-, 
2-Methylpropyl , 1 , 1-Dimethyl ethyl , n-Pentyl , 1-Methylbutyl ( 
5 2-Methylbutyl, 3-Methylbutyl , 2 , 2-Dimethylpropyl, 1-Ethylpropyl , 
n-Hexyl , 1 , 1-Dimethylpropyl , 1 , 2-Dimethylpropyl , 1-Methylpentyl , 
2-Methylpentyl , 3 -Methylpentyl , 4 -Methylpentyl , 1 , 1-Dimethyl- 
butyl , 1 , 2-Dimethylbutyl , 1 , 3-Dimethylbutyl , 2 , 2-Dimethylbutyl , 
2, 3-Dimethylbutyl, 3 , 3-Dimethylbutyl , 1-Ethylbutyl , 2-Ethylbutyl , 
10 1,1, 2-Trimethylpropyl , 1,2, 2-Trimethylpropyl , 1-Ethyl-l-methyl- 
propyl, l-Ethyl-2-methylpropyl, n-Heptyl, n-Octyl oder n-Nonyl 
genannt . Bevorzugt ist Ci-Cs-Alkyl, besonders bevorzugt ist 
C 5 -Alkyl. 

15 R 3 und R 4 bezeichnen unabhangig voneinander Wasserstoff , substi- 
tuiertes oder unsubstituiertes , gesattigtes oder ungesattigtes , 
verzweigtes oder unverzweigtes Ci-C22~Alkylcarbonyl- oder 
Phospho- . 

20 Ci-C22-Alkylcarbonyl wie Methylcarbonyl , Ethylcarbonyl , 

n Propyl c arbonyl , 1 Methylethyl carbonyl, n Butyl car bony 1 , 
1 Methylpropylcarbonyl , 2 Methylpropylcarbonyl , 

1.1 Dimethyl ethyl carbonyl, n Pentylcarbonyl , 
1 Methylbutylcarbonyl, 2 Methylbutylcarbonyl , 

25 3 Methylbutylcarbonyl, 1,1 Dimethylpropyl carbonyl , 

1 , 2 Dimethylpropylcarbonyl , 2,2 Dimethylpropylcarbonyl , 

1 Ethylpropylcarbonyl, n Hexyl carbonyl, 1 Methylpentylcarbonyl , 

2 Methylpentylcarbonyl, 3 Methylpentylcarbonyl, 

4 Methylpentylcarbonyl, 1,1 Dimethylbutylcarbonyl , 
30 1,2 Dimethylbutylcarbonyl, 1,3 Dimethylbutylcarbonyl, 

2.2 Dimethylbutylcarbonyl, 2,3 Dimethylbutylcarbonyl, 

3.3 Dimethylbutylcarbonyl, 1 Ethylbutylcarbonyl , 

2 Ethylbutylcarbonyl, 1,1,2 Trimethylpropyl carbonyl , 
1,2,2 Trimethylpropylcarbonyl , 1 Ethyl 1 methylpropylcarbonyl und 
35 1 Ethyl 2 methylpropylcarbonyl, Heptylcarbonyl , Nonyl c arbonyl , 
Decylcarbonyl , Undecylcarbonyl , n-Dodecyl carbonyl , n-Tridecyl- 
carbonyl , n-Tetradecyl carbonyl , n-Pentadecylcarbonyl , n-Hexa- 
decylcarbonyl , n-Heptadecyl carbonyl , n-Octadecylcarbonyl , n-Nona- 
decylcarbonyl oder n-Eicosylcarbonyl . 

40 

Bevorzugte Substituenten fur R 3 und R 4 sind gesattigtes oder 
ungesattigtes Ci6-C 22 -Alkylcarbonyl . 

Als Substituenten der genannten Reste seien beispielsweise 
45 Halogen wie Fluor oder Chlor, Alkyl oder Hydroxyl genannt. 
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Bei der Umsetzung mit dem erf indungsgema&en Enzym wird eine Dop- 
pelbindung in die Fettsaure eingefiihrt und eine Doppelbindung 
verschoben, so daS die an der Reaktion beteiligten drei Doppel- 
bindungen in Konjugation liegen, Weiterhin wird eine Doppelbin- 
5 dung isomerisiert (von cis zu trans) . 

Das Enzym (= Calendulasaure-Desaturase) katalysiert vorteilhaft 
die Umsetzung von Linolsaure (18:2, 9Z,12Z) zu Calendulasaure 
(18:3, 8E,10E,12Z). Das Enzym fiihrt eine trans-Doppelbindung an 

10 Position C8 ein und bewirkt die spezifische Verschiebung einer 
cis -Doppelbindung in Position C9 zu einer trans-Doppelbindung in 
Position CIO, wobei die Isomerisierung regiospezif isch erfolgt. 
Ein moglicher hypothetischer Reaktionsmechanismus ist in Fig. 1 
dargestellt. Nach einer Deprotonierung an C8 der Linolsaure und 

15 einer Umlagerung des Radikals nach CIO kommt es im Zuge einer 
Wasserabspaltung zur Deprotonierung an Cll und damit zur Bildung 
von Calendulasaure. Gleichzeitig wird gebundenes Fe IV zu Fe III 
reduziert. Fig. 1 gibt den hypothetischen Mechanismus fur 
(8, 11) -Linoleoyl Desaturase (Calendulasaure-Desaturase) modifi- 

20 ziert nach Svatos , A et al . (Insect Biochemistry and Molecular 
Biology 29,1999:225-232) basierend auf dem vorgeschlagenen Kata- 
lysemechanisraus fur A9 Desaturase aus Ricinus (Lindqvist , Y 
et al., EMBO Journal 15, 1996:4081-4092) wieder. Als Substrate 
kommen weiterhin auch die 6Z,9Z,12Z, 18 : 3-Fettsaure und die 

25 9Z,12Z,15Z, 18: 3-Fettsaure in Frage, die dann zu 6Z , 8E, 10E, 12Z- 
bzw. 8E, 10E, 12Z, 15Z-Fettsauren umgesetzt werden. 

Ein weiterer erf indungsgemafcer Gegenstand ist ein Verfahren zur 
Herstellung von ungesattigten Fettsauren dadurch gekennzeichnet , 

30 da£ man mindestens eine oben beschriebene erf indungsgemafie 
Nukleinsauresequenz oder mindestens ein erf indungsgemafces 
Nukleinsaurekonstrukt in einen bevorzugt 01 produzierenden 
Organismus bringt, diesen Organismus anzieht und da£ in dem 
Organismus enthaltene 01 isoliert und die im 01 enthaltenden 

35 Fettsauren freisetzt. 

Auch ein Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem 
erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ man mindestens eine oben beschriebene erfindungs- 
40 gemaEe Nukleinsauresequenz oder mindestens ein erf indungsgema&es 
Nukleinsaurekonstrukt in einen 01 produzierenden Organismus 
bringt, diesen Organismus anzieht und da£ in dem Organismus 
enthaltene 01 isoliert, gehort zu den Erf indungsgegenstanden. 



45 
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Beide Verfahren ermoglichen vorteilhaf t die Synthese von Fett- 
sauren oder Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an 
ungesattigten Fettsauren wie Calendulasaure . 

5 Weitere erf indungsgemaSe Gegenstande sind ein Verfahren zur Her- 
stellung von gesattigten Fettsauren dadurch gekennzeichnet, daS 
man mindestens eine nicht funktionelle oben genannte erfindungs- 
gema£e Nukleinsauresequenz oder mindestens ein nicht funktio- 
nelles erf indungsgemaSes Nukleinsaurekonstrukt in einen 01 produ- 

10 zierenden Organismus bringt, diesen Organismus anzieht, das in 
dem Organismus enthaltene 01 isoliert und die im 01 enthaltenen 
Fettsauren freisetzt und ein Verfahren zur Herstellung von 
Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an gesattigten Fett- 
sauren, dadurch gekennzeichnet , da£ man mindestens eine nicht 

15 funktionelle oben genannte erf indungsgemafie Nukleinsauresequenz 
oder mindestens ein nicht funktionelle s erf indungsgemafies 
Nukleinsaurekonstrukt in einen 01 produzierenden Organismus 
bringt, diesen Organismus anzieht und daS in dem Organismus 
enthaltene Ol isoliert. Fur diese beiden Verfahren wird die 

20 sogenannte Antisense-Technologie verwendet (siehe oben) bzw. die 
naturlichen Synthesegene inaktiviert. 

Als Organismen fur die genannten Verfahren seien beispielhaf t 
Pflanzen wie Arabidopsis, Soja, ErdnuE, Rizinus, Sonnenblume , 

25 Mais, Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnu£, Olpalme, Farbersaflor 

(Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze 
Mortierella, Saprolegnia oder Pythium, Bakterien wie die Gattung 
Escherichia, Hefen wie die Gattung Saccharomyces , Algen oder 
Protozoen wie Dinof lagellaten wie Crypthecodinium genannt . Bevor- 

30 zugt werden Organismen, die natiirlicherweise 6le in grofeeren 
Mengen synthetisieren konnen wie Pilze wie Mortierella alpina, 
Pythium insidiosum oder Pflanzen wie Soja, Raps, Flachs, Kokos- 
nuS, Olpalme, Farbersaflor, Rizinus, Calendula, ErdnuE, Kakao- 
bohne oder Sonnenblume oder Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, 

35 besonders bevorzugt werden Soja, Raps, Flachs, Sonnenblume, Ca- 
lendula oder Saccharomyces cerevisiae. 

Die in den Verfahren verwendeten Organismen werden je nach Wirts- 
organismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. ge- 

40 zuchtet . Mikroorganismen werden in der Regel in einem f liissigen 
Medium, das eine Kohlenstoff quelle meist in Form von Zuckern, 
eine Stickstoff quelle meist in Form von organischen Stickstof f- 
quellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulf at , eine 
Phosphatquelle wie Kaliumhydrogenphosphat , Spurenelemente wie Ei- 

45 sen-, Mangan- , Magnesiumsalze und gegebenenf alls Vitamine ent- 
halt, bei Temperaturen zwischen 0 °C und 100 °C, bevorzugt zwi- 
schen 10 °C bis 60 °C unter Sauerstof fbegasung angezogen. Dabei 
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kann der pH der Nahrf liissigkeit auf einen festen Wert gehalten 
werden, das heifct wahrend der Anzucht wird der pH reguliert. Es 
ist auch eine Anzucht ohne pH-Regulation moglich. Die Anzucht 
kann im batch, semi batch Oder kontinuierlich erfolgen. Nahr- 
5 stof fe konnen zu Beginn der Fermentation vorgelegt oder semikon- 
tinuierlich oder kontinuierlich nach gefiittert werden. 

Pflanzen werden nach Transformation zunachst wie oben beschrieben 
regeneriert und anschliefeend wie ublich angeziichtet bzw. ange- 
10 baut. 



Aus den Organismen werden nach Anzucht die Lipide in ublicher- 
weise gewonnen. Hierzu konnen die Organismen nach Ernte zunachst 
auf geschlossen werden oder direkt verwendet werden. Die Lipide 

15 werden vorteilhaft mit geeigneten Losungsmitteln wie apolare 
Losungsmittel wie Hexan oder polaren wie Ethanol, Isopropanol 
oder Gemischen wie Hexan/ Isopropanol , Phenol /Chloroform/ Isoamy- 
lalkohol bei Temperaturen zwischen 0 °C bis 80 °C, bevorzugt zwi- 
schen 20 °C bis 50 °C extrahiert. Die Biomasse wird in der Regel 

20 mit einem UberschuS an Losungsmittel extrahiert beispielsweise 

einem UberschuE von Losungmittel zu Biomasse von 1:4. Das Losung- 
mittel wird anschliefiend beispielsweise iiber eine Destination 
entfernt. Die Extraktion kann auch mit superkritischem CO2 erfol- 
gen. Nach Extraktion kann die restliche Biomasse beispielsweise 

25 iiber Filtration entfernt werden. Standardmethoden zur Extraktion 
von Fettsauren aus Pflanzen und Mikroorganismen werden in Bligh 
et al. (Can. J. Biochem. Physiol. 37, 1959: 911-917) oder Vick et 
al. (Plant Physiol. 69, 1982: 1103-1108) beschrieben. 

30 Das so gewonnene Rohol kann anschliefeend weiter aufgereinigt 
werden, beispielsweise in dem Trubungen iiber das Versetzen mit 
polaren Losungsmitteln wie Aceton oder apolaren Losungsmitteln 
wie Chloroform und anschlie£ender Filtration oder Zentrifugation 
entfernt werden. Auch eine weitere Reinigung iiber Saulen oder an- 

35 deren Techniken ist moglich. 

Zur Gewinnung der freien Fettsauren aus den Triglyceriden werden 
diese in ublicherweise verseift beispielsweise mit NaOH oder KOH. 

40 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind ungesattigte oder 
gesattigte Fettsauren sowie Trigylceride mit einem erhohten 
Gehalt and gesattigten oder ungesattigten Fettsauren, die nach 
den oben genannten Verfahren hergestellt wurden sowie deren 
Verwendung zur Herstellung von Nahrungsmitteln, Tierf utter, 

45 Kosmetika oder Pharmazeutika . Hierzu werden diese den Nahrungs- 
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mitteln, dem Tier f utter, den Kosmetika oder Pharmazeutika in 
iiblichen Mengen zugesetzt. 

Die Erfindung wird in den folgenden Beispielen naher erlautert: 

5 

Beispiele 

Uber RT-PCR und RACE-Techniken wurde aus mRNA von Calendula 
officinalis eine cDNA kloniert. Bei Expression dieser cDNA in 

10 Hefe wird Linolsaure in das Octadecakonjutrien Calendulasaure 

(8E, 10E, 12Z) umgesetzt. Es handelt sich hierbei unseres Wissens 
nach urn die erstmalige Beschreibung einer Calendulasaure- 
Desaturase, Das Enzym bewirkt eine regiospezif ische Verschiebung 
einer cis-Doppelbindung in Position C9 zu einer tx\32zs-Doppel- 

15 bindung in Position CIO und fiihrt eine neue tr-ans-Doppelbindung 
an Position C8 ein. 

Transgene Hefen und Pflanzen mit erhohter Expression der 
Calendulasaure-Desaturase-cDNA weisen Calendulasaure in ihren 
20 Lipiden auf . 

Beispiel 1: RNA-Isolierung aus Samen von Calendula officinalis 

Um cDNA-Kl one fiir Calendulasaure-Desaturase per PCR isolieren zu 
25 konnen, wurde RNA aus Samen von Calendula officinalis prapariert . 
Aufgrund des hohen Fettgehalts der Samen konnten hierzu keine 
Standardprotokolle verwendet werden, sondern es wurde die 
f olgende Methode angewandt : 

30 20 g Pf lanzenmaterial wurden in fliissigem Stickstoff zu einem 
Pulver zermorsert. 100 ml Extraktionspuf f er I [100 mM Tris/HCl, 
pH 7,5, 25 mM EDTA, 2 % (w/v) Laurylsarkosyl , 4 M Guanidinium- 
thiocyanat, 5 % (w/v) PVP (= Polyvinylpyrrolidon) , 1 % (v/v) 
P-Mercaptoethanol] wurden zugegeben, sofort durchmischt und homo- 

35 genisiert. Die Losung wurde in 50 ml-Gefafie uberfuhxt und fiir ca. 
15 min geschuttelt. Nach einer Zentrif ugation bei 4000 g fur 
10-15 min wurde die oben schwimmende Fettschicht bzw. Fettropfen 
abgenommen und der Uberstand in frische Gefafie tiberfiihrt. Es 
folgte eine Extraktion mit 1 Volumen Phenol /Chi or of orm/Isoamylal- 

40 kohol (= PCI, 25:24:1) und eine Extraktion mit Chloroform, wobei 
jeweils 15 Minuten lang geschuttelt und dann abzentrif ugiert 
wurde. Die obere, wassrige Phase wurde abgenommen, auf ein 8 ml 
CsCl-Kissen (5 M CsCl) geschichtet und 18 Stunden lang bei 18 °C 
und 100 000 g zentrif ugiert . Der Uberstand wurde dekantiert und 

45 das RNA-Prazipitat kurz getrocknet. Nach einem Waschschritt mit 
70 % Ethanol wurde die RNA in einer Mischung aus 7 , 5 ml Extrak- 
tionspuf fer II (100 ml Tris/HCl, pH 8,8, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 
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2 % SDS) und 10 ml PCI gelost, 15 Minuten lang geschiittelt und 
abzentrif ugiert . Die obere , wassrige Phase wurde nach einer Chlo- 
roform-Extraktion mit dem gleichen Volumen 5 M LiCl versetzt. Die 
RNA-Fallung erfolgte uber Nacht bei 4 °C. Anschlie£end wurde 
5 60 Minuten lang bei 12000 g und 4 °C abzentrif ugiert . Das Prazipi- 
tat wurde zwei mal mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet und 
schieSlich in 500 JJ.1 H2O aufgenommen. 

Aus der so gewonnen Calendula-Gesamt-RNA wurde mit dem Poly-At- 
10 tract-Kit (Promega, Mannheim) nach Angaben des Hers tellers mRNA 
isoliert. 1 jxg dieser mRNA wurden mit der Superscriptll reversen 
Transkriptase von Gibco BRL (Eggenstein) mit 200 pmol oligo-dT- 
Primer nach Herstellervorschrif t in cDNA iibersetzt und als 
Template in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt. 

15 

Beispiel 2 : Isolierung und Klonierung der Calendulasaure- 
Desaturase aus Calendula officinalis 



Um DNA-Seguenzen aus Calendula officinalis zu isolieren, die fur 
20 eine Calendulasaure-Desaturase kodieren, wurden verschiedene 
degenerierte Oligonukleotidprimer von Aminosaure-Sequenzen der 
konservierten Histidin-Boxen verschiedener A12-Desaturasen 
abgeleitet . 

25 Primer A: 5 x — CCD TAY TTC TCI TGG AAR WWH AGY CAY CG - 3 * 
Forward primer, abgeleitet von der Aminosauresequenz 

P Y F S W K Y/I S H R 



Primer B : 5 x - CCA RTY CCA YTC IGW BGA RTC RTA RTG - 3 1 
30 Reverse primer, abgeleitet von der Aminosauresequenz 

H Y D S S/T E W D/N W 

Die Buchstaben in Primer A und B haben folgende Bedeutung: 



35 R = A/G 

Y = C/T 
W = A/T 
H = A/C/T 
B = C/G/T 

40 D = A/G/T 

I = Inositol 



In einer PCR mit Calendula-Einzelstrang-cDNA (hergestellt nach 
Beispiel 1) als Template wurde mit den Primern A und B ein 
45 DNA-Fragment mit einer Lange von 470 bp amplif iziert . Es wurde 
f olgendes PCR-Programm verwendet : 
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1. 
2. 
3. 
4. 



2 min 
30 sec 
45 sec 
1 min 



94 °C 
94 °C 
50 °C 
72 °C 



( Bindungs tempera tur ) 



5 



10 x 2. 



bis 4. 



5. 
6. 
7. 



0 sec 
45 sec 

1 min 



94 °C 
50 °C 
72 °C 



Zeitincrement 5 sec pro Zyklus 



10 8. 



20 x 5. 
2 min 



Bis 7. 
72 °C 



Fur die Amplif ikation wurde die Tf I-DNA-Polymerase von Biozym 
(Hess. Oldendorf) verwendet. Das 470 bp lange DNA-Fragment wurde 
mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen, Carlsbad, USA) in 
15 den Vektor pCR 2 . 1-TOPO kloniert und sequenziert . Die Sequenz des 
470 bp-Fragments entsprach der Sequenz von Nukleotid 466 bis 893 
von SEQ ID NO:l. 

Beispiel 3 : Gewinnung und Sequenzierung vollstandiger cDNA-Klone 

20 

Urn einen Vollangen-Klon zu erhalten, wurde das Fragment mittels 
5 % - und 3'- RACE (rapid amplification of cDNA ends) verlangert . 
Ausgehend von 1 fig mRNA (isoliert nach Beispiel 1) wurde mit dem 
"Marathon cDNA Amplification Kit* von CLONTECH (Heidelberg) 
25 doppelstrangige cDNA hergestellt. Nach erfolgter Adaptorligation 
wurde mit folgenden Primern 5*- bzw. 3' -RACE durchgefiihrt: 

Spezifische Primer fur 5 '-RACE: 

30 Primer C 5" - GTG AGG GAG TGA GAG ATG GGT GTG GTG C - 3 y 
Primer D 5 » - AAC ACA CTT ACA CCT AGT ACT GGA ATT G - 3 ' 

Spezifische Primer fur 3 '-RACE: 

35 Primer E 5 1 - TAT TCC AAA CTT CTT AAC AAT CCA CCC G - 3 * 
Primer F 5 x - CAA TTC CAG TAC TAG GTG TAA GTG TGT T - 3 * 

Zunachst wurde eine PCR mit der adaptorligierten doppelstrangigen 
— cDNA und Primer C bzw. E durchgefiihrt, danach erfolgte eine 
40 zweite PCR mit Primer D bzw. F und einer 1 : 50-Verdunnung des PCR- 
Produkts aus der Reaktion mit Primer C bzw. E als Template. 



45 
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Die RACE-PCR erfolgte nach folgendem Progranmi: 





1. 


1 min 


94 


°C 




2 . 


30 sec 


94 


°C 


5 


3 . 


3 min 
10 x 2. 


68 
- 3. 


°C 




4. 


30 sec 


94 


°C 




5. 


30 sec 


65 


°C 




6. 


3 min 


68 


°C 


10 




25 x 4. 


- 6. 






7. 


5 min 


68 


°C 



Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des TOPO TA 
Cloning-Kits (Invitrogen, Carlsbad, USA) in pCR 2 . 1-TOPO kloniert 
15 und sequenziert . Das 5 * -RACE-Produkt reichte iiber das Startkodon 
in den 5 1 -nicht-translatierten-Bereich (5'-UTR), das 3*-RACE iiber 
das Stopkodon in den 3 x - UTR hinein . 



Die zusammengesetzte Sequenz bestehend aus dem ersten PCR-Produkt 
20 und den RACE-Produkten ist in SEQ ID NO: 1 dargestellt. Der ko- 
dierende Bereich erstreckt sich von Nukleotid 42 (Startkodon) bis 
1175 (Stopkodon) . Die 5'- und 3 ' -UTRs wurden nur einzelstrangig 
sequenziert, so da£ hier einzelne Sequenz ierfehler moglich sind. 

25 Urn einen durchgangigen Vollangen-Klon zu erhalten, wurde mit 
dem Expand High Fidelity- System (Boehringer, Mannheim) und den 
Primern G und H sowie mit Calendula-cDNA (siehe Beispiel 1) als 
Template eine PCR durchgef iihrt . 

30 Primer G 5* - ATT AGAGCTC ATGGGTGCTGGTGGTCGGATGTCG - 3 X 
Forward Primer (mit Sad-Schnittstelle) 



Primer H 5 X - ATT ACTCGAG TGACATACACCTTTTTGATTACATCTTG - 3 X 
Reverse Primer (mit Sfefil-Schnittstelle) 

35 

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm: 





1. 


2 min 


94 


°C 




2. 


30 sec 


94 


°C 


40 


3 . 


35 sec 


63 


°C 




4. 


2 min 
10 x 2. 


72 
- 4. 


°C 




5. 


30 sec 


94 


°C 




6. 


35 sec 


63 


°C 


45 


7 . 


2 min 
15 x 5. 


72 

- 7 


°c 




8. 


2 min 


72 


°c 



Zeitincrement 5 sec pro Zyklus 
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Das PCR-Produkt mit einer Lange von 1,2 kb wurde in den Vektor 
pGEM-T (Promega, Mannheim) kloniert und in E . coli DH10B trans- 
forms ert . Die Insert-DNA wurde mit einem 373 DNA-Sequencer 
(Applied Biosystems) doppelstrangig sequenziert . Dazu wurden 
5 neben Reverse Primer und -21 Primer folgende sequenzspezif ische 
Primer benutzt : 

Primer 1 : 5 * - CGG TCT TCT CGC TGT ATT - 3 * 

10 Primer J: 5 X - ATT ACC CAA GCT GCC C - 3 X 

Die vollstandige DNA-Sequenz der Calendulasaure-Desaturase 
(CalDes) ist identisch mit dem Abschnitt von Nukleotid 42 bis 
1193 von SEQ ID NO:l. Die Sequenz umfa£t den kodierenden Bereich 
15 und einen kurzen Abschnitt des 3*-UTR. 

Ein Vergleich der abgeleiteten Minosauresequenz von Co-CalDes 
(SEQ ID NO: 2) mit annotierten Proteinsequenzen der SWISS-PROT 
und SP-TREMBL-Datenbanken ergab die hochste Homologie zu einer 

20 A12-Acetylenase aus Crepis alpina (SP_PL: 081931, 74 % identische 
Aminosauren) , einer A12-Epoxygenase aus Crepis palaestina (SP_PL: 
065771, 73 % identische Aminosauren) und einer A12-Desaturase aus 
Borago officinalis (SP_PL: 082729, 62 % identische Aminosauren) 
liber den gesamten kodierenden Bereich. Die Sequenz vergleiche sind 

25 in Fig. 2 dargestellt. Fig. 2 zeigt einen Vergleich der Amino- 

s^ure-Sequenzen von Co-CalDes mit A12-Acetylenase aus Crepis al- 
pina (Ca-Acetyl), A12-Epoxygenase aus Crepis palaestina 
(Cp-Epoxy) und A12-Desaturase aus Borago officinalis (Bo-Des) . 

30 Beispiel 4: Expression der Calendulasaure-Desaturase in Hefe 

Um die Funktionalitat von CalDes nachzuweisen, wurde in einem 
ersten Ansatz der kodierende Bereich der cDNA in einem Hefe- 
Expressionsvektor kloniert und in S. cerevisiae exprimiert. Die 
35 in der Hefe produzierte Calendulasaure-Desaturase sollte zuge- 
setzte Linolsaure in Calendulasaure umsetzen. Diese wiederum 
sollte in hydrolisierten Lipidextrakten uber HPLC nachgewiesen 
werden . 

40 In einem zweiten Ansatz wurde zusatzlich zu CalDes die 

A12-Desaturase FAD2 aus A. thaliana (Kajiwara et al., Appl . 
Environ. Microbiol., 62, 1996: 4309 - 4313) in Hefe exprimiert, 
so dafi die Hefezellen endogen Linolsaure produzieren, die dann 
wiederum durch die Aktivititat von CalDes in Calendulasaure 

45 umgesetzt werden kann. Letztere sollte wiederum iiber HPLC nach- 
gewiesen werden. 
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Samtliche Fest- und Flussigmedien fur Hefe wurden nach Proto- 
kollen von Ausubel et al . (Current Protocols in Molecular 
Biology, John Wiley & Sons, New York, 1995) hergestellt. 

5 Die CalDes— cDNA wurde uber Restriktionsverdau mit Sacl/Xhol aus 
dem Vektor pGEM-T ausgeschnitten, in den Sacl/Xhol geschnittenen 
shuttle-Vektor pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert und der 
so entstandene Vektor pYES2-CalDes in E. coli XL1 blue trans- 
formiert. Nach erneuter Plasmidpraparation mit Hilfe des Plasmid 
10 Maxi Kits (QIAGEN) wurde pYES2-CalDes mit Hilfe der Polyethylen- 
glycol-Methode (Von Pein M. , Dissertation, Heinrich Heine-Uni- 
versitat Dusseldorf, 1992) in S. cerevisiae INCSvl (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) transf ormiert , wo die Expression der CalDes-cDNA 
unter der Kontrolle des GALl-Promotors stand. 

15 

Um im zweiten Ansatz zusatzlich zu CalDes auch FAD2 in Hefe 
exprimieren zu konnen, wurde zunachst der kodierende Bereich des 
FAD2-Gens uber PCR (Protokoll siehe Primer G und H) aus A. tha- 
liana-cDNA mit Hilfe der Tf 1-Polymerase (Biozym) amplif iziert . 
20 Folgende Primer wurden hierfiir verwendet: 

Primer K: 5 x - AA ACTCGAG ATGGGTGCAGGTGGAAGAATGCCGG - 3 v 
Forward Primer (Xhal-Schnittstelle) 

25 Primer L: 5 x - AAA,AAG^TTTC ATAACTTATTGTTGTAC C AGTAC ACACC - 3 X 
Reverse Primer ( Hindlll -Schnitts telle) 

Das entstandene PCR-Produkt wurde nach Restriktionsverdau mit 
Xhol/Hindlll in den Xhol/Hindlll geschnittenen Hef e-Expressions- 
30 vektor pESC-Leu (Stratagene) kloniert, wo die FAD2-DNA unter 
Kontrolle des GALl-Promotors stand. 

Die Expression von CalDes in S. cerevisiae INCSvl erfolgte modi- 
fiziert nach Avery et al . (Appl. Environ. Microbiol., 62, 1996: 

35 3960 - 3966) und Girke et al . (The Plant Journal, 5, 1998: 39 - 
48) . Um eine Starterkultur herzustellen, wurden 10 ml YPAD-Medium 
mit einer Einzelkolonie angeimpft und 48 Stunden lang bei 30 °C 
bei 200 rpm inkubiert. Die Zellkultur wurde dann in 1 x YPA- 
Medium ohne Zucker gewaschen und abzentrifugiert . Die pelletier- 

40 ten Zellen wurden in 2 ml Minima lmedium ohne Supplemente und ohne 
Zucker resuspendiert . Mit 1 ml dieser Zellsuspension wurden 
100 ml Minimalmedium (dropout powder, 2 % Raffinose, 1 % Tergitol 
NP40) in 500 ml Erlenmeyekolben angeimpft und die Kultur bei 30 °C 
und 200 rpm kultiviert. Bei einer OD 60 o von 0,5 wurden 2 % (w/v) 

45 Galaktose zugegeben und (fur den ersten Ansatz) 0,003 % Linol- 

saure (3%ige Stammlosung in 5 % Tergitol NP40) . Die Zellen wurden 
weiter kultiviert bis zum Erreichen der stationaren Phase. Dann 
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wurden sie in Minimalmedium ohne Supplements gewaschen und bei 
-20 °C aufbewahrt. 

Beispiel 5 : Lipidextraktion und HPLC-Analyse der Fettsauren aus 
5 transgener Hefe 

Die Hefezellen wurden in 30 ml HIP-Ldsung (0,1 mM 2 , 6-Di-tert . - 
butyl-4-methyl -phenol in Hexan : Isopropanol (3:2 v/v) ) suspen- 
diert, mit 150 |ll konzentrierter HC1 angesauert und mit Ultra- 

10 Turrax homogenisiert (1 min, 24000 rpm) . Anschliefcend wurden die 
Proben 10 min lang bei 4 °C geschuttelt und bei 5000 g und 4 °C 
10 min lang abzentrifugiert . Der Uberstand wurde in ein neues Ge- 
faS iiberfuhrt und mit 0,38 M K 2 S0 4 auf 47 , 5 ml aufgefullt. Die 
Proben wurden wiederum 10 min lang bei 4 °C geschuttelt und abzen- 

15 trifugiert (s.o.) . Die Hexanphase wurde abgenommen und unter 

N 2 -Strom eingedampft. Der Ruckstand wurde in 20 ill Chloroform ge- 
lost. Zur alkalischen Hydrolyse von Fettsaure-Estem wurden 
400 ill Methanol sowie 80 \il 40 %ige (w/v) KOH-L6sung zugegeben und 
die Probe 20 min lang bei 60 °C unter Argon inkubiert. Anschlie- 

20 Eend wurde die Probe auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit 35 ill kon- 
zentrierter HC1 auf pH 3,0 angesauert und per HPLC auf getrennt . 

Die Trennung der freien Fettsauren erfolgte mit einer ET 250/4 
Nucleosil 120-5 C18-Saule (Macherey Be Nagel) . Als Laufmittel 
25 diente Methanol: H 2 0: Eisessig (85:15:0,1 v/v/v) . Die Trennung 

erfolgte bei einer FluSrate von 1 ml/min und 25 °C, zur Detektion 
der Konjutriene wurde die Absorption bei 268 nm gemessen. 

Fig. 3 zeigt die Elutionsprof ile der Lipidextrakte nach alkali- 
30 scher Hydrolyse aus trans formierten Hefezellen (Fig. 3B, 
Elutionsprof il von S. cerevisiae INCSvl transf ormiert mit 
FAD2-DNA aus A. thaliana und C, Elutionsprof il von S. cerevisiae 
INCSvl transf ormiert mit pYES2-CalDes aus Calendula officinalis) 
bzw. das Elutionsprof il eines Calendulasaure-Standards (Fig. 3A) . 
35 Calendulasaure hat eine Retensionszeit von 12 min mit einer fur 
Konjutriene typischen, starken Absorption bei 268 nm. Die hydro- 
lisierten Lipidextrakte von Hefezellen, die mit dem leeren Vektor 
pYES2 transf ormiert und mit 0,003 % Linolsaure angezogen wurden, 
weisen keine Fettsauren mit einer Retensionszeit von Calendula- 
40 saure auf (nicht gezeigt) . Ebenso enthalten die hydrolisierten 
Lipidextrakte von Hefezellen, die das FAD2 -Gen exprimieren keine 
Calendulasaure (Fig. 3B) . 

Die HPLC -Analyse der Extrakte von mit pYES2-CalDes transf ormier- 
45 ten Hefezellen, die mit 0,003 % Linolsaure angezogen wurden, hin- 
gegen zeigten ein Signal mit der Retensionszeit von Calendula- 
saure (Fig. 3C) , das auch das gleiche Absorptionsspektrum mit ei- 
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nem Maximum bei 268 run und Nebenmaxima bei 258 und 282 run aufwies 
wie der Standard (Fig. 4A, Standard und C, Elutionsprof il von S. 
cerevislae INCSvl trans formiert mit pYES2-CalDes aus Calendula 
officinalis) . Damit war gezeigt, da£ die Expression von Calendu- 
5 lasaure-Desaturase in Hefe zur Biosynthese von Calendulasaure 
fuhrt. Der Nachweis von Calendulasaure aus trans formiert en Hefe- 
zellen gelang nur nach Hydrolyse der Lipide. In den freien Fett- 
sauren dieser Zellen konnte keine Calendulasaure nachgewiesen 
werden, das hei£t Calendulasaure wird in Hefe in Lipide einge- 
10 baut. Da Hefe keine Triacylglyceride enthalt, mu£ man davon aus- 
gehen, da& die nachgewiesene Calendulasaure in den Phospholipiden 
der Hefe gebunden war. 

Dariiberhinaus enthalten die Lipidextrakte von transgenen Hefe- 
15 zellen, die gleichzeitig FAD2 und CalDes exprimieren ebenfalls 
Calendulasaure (nicht gezeigt) . 

Beispiel 6 : Expression der Calendulasaure-Desaturase in 
Arabidopsis thaliana und Linum usitatissimum 

20 

Die Expression der Calendulasaure-Desaturase aus Calendula 
officinalis in transgenen Pflanzen ist vorteilhaft, urn den 
Calendulasaure-Gehalt in diesen Pflanzen zu erhohen. Dazu 
wurde die CalDes cDNA in binare Vektoren kloniert und iiber 
25 Agrobacterium-vermittelten DNA-Transf er in A. thaliana und 

L. usitatissimum iibertragen. Die Expression der CalDes cDNA stand 
dabei unter der Kontrolle des konstitutiven CaMV 35 S-Promotors 
bzw. des samenspezif ischen USP-Promotors • 

30 Als Expressionsvektoren wurden der Vektor pBinAR (Hofgen und 

Willmitzer , Plant Science, 66, 1990: 221 - 23 0) bzw. das pBinAR 
Derivat pBinAR-USP, bei dem der CaMV 35 S-Promotor gegen den 
USP-Promotor aus V. faba ausgetauscht war, verwendet . Zur 
Umklonierung muSte die CalDes-cDNA aus dem Vektor pGEM-T aus- 

35 geschnitten werden. Dazu wurde zunachst mit Ncol geschnitten 
und mit Klenow zu glatten Enden aufgefiillt, anschliefiend wurde 
das Insert mit Sail herausgeschnitten und in die Smal/Sall ge- 
schnittenen Vektoren pBinAR bzw. pBinAR-USP kloniert. 

40 Die entstandenen Plasmide pBinAR-CalDes bzw. pBinAR-USP-CalDes 
wurden in Agrobacterium tumefaciens transf ormiert (Hofgen und 
Willmitzer, Nucl. Acids Res., 16, 1988: 9877). Die Transformation 
von A. thaliana erfolgte mittels * floral dip M (Clough und Bent, 
Plant Journal, 16, 1998: 735 - 743), die von L. usitatissimum 

45 durch Cokultivierung von Leinen-Hypokotylstiicken mit trans- 
formierten A. tumefaciens Zellen. 



WO 01/16362 PCT/EP00/08222 

26 

Die Expression des CalDes-Gens in transgenen Arabidopsis und 
Linum Pflanzen wurde liber Northern-Blot Analyse untersucht. Aus- 
gewahlte Pflanzen warden auf ihren Gehalt an Calendulasaure im 
Samenol untersucht. 

5 

Analog zum USP-Promotor kann auch der Napin-Promotor verwendet 
werden, um eine samenspezif ische Expression von CalDes zu 
erreichen. 

10 
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Patentanspriiche 

1. Isolierte Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit 
5 Desaturaseaktivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsaureseguenz mit der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Sequenz, 

10 b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des 

degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
15 sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 

dargestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 
75 % Homologie auf Aminos aureebene aufweisen, ohne da£ 
die enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich 
reduziert ist. 



20 



40 



Aminosauresequenz codiert durch eine Nukleinsauresequenz 
gema£ Anspruch 1 . 



3. Aminosauresequenz nach Anspruch 2, codiert durch die in 
25 SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequenz. 

4. Nukleinsaurekonstrukt enthaltend eine Nukleinsauresequenz 
gemaE Anspruch 1, wobei die Nukleinsauresequenz mit einem 
oder mehreren Regulationssignalen verkmipft ist. 

30 

5 . Vektor enthaltend eine Nukleinsauresequenz gemaS Anspruch 1 
oder ein Nukleinsaurekonstrukt gemaS Anspruch 4. 

6 . Organismus enthaltend mindestens eine Nukleinsauresequenz 
35 gema£ Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt 

gema£ Anspruch 4 . 

7. Organismus nach Anspruch 6, wobei es sich bei dem Organismus 
um eine Pflanze, einen Mikroorganismus oder ein Tier handelt. 



Transgene Pflanze enthaltend eine funktionelle oder nicht 
funktionelle Nukleinsauresequenz gemaS Anspruch 1 oder ein 
funktionelles oder nicht f unktionelles Nukleinsaurekonstrukt 
gemafi Anspruch 4 . 



45 
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9. Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Fettsauren da- 
durch gekennzeichnet , da£ man mindestens eine Nukleinsaure- 
sequenz gema£ Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaure- 
konstrukt gema£ Anspruch 4 in einen 01 produzierenden 

5 Organismus bringt, diesen Organismus anzieht und daS in dem 

Organismus enthaltene 01 isoliert und die im 61 enthaltenden 
Fettsauren freisetzt. 

10. Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem er- 
10 hohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ man mindestens eine Nukleinsauresequenz gemafi 
Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt gemaE 
Anspruch 4 in einen 01 produzierenden Organismus bringt, 
diesen Organismus anzieht und da£ in dem Organismus ent- 

15 haltene 01 isoliert. 

11. Verfahren zur Herstellung von gesattigten Fettsauren dadurch 
gekennzeichnet, da£ man mindestens eine nicht funktionelle 
Nukleinsauresequenz gemafc Anspruch 1 oder mindestens ein 

20 nicht funktionelles Nukleinsaurekonstrukt gemafc Anspruch 4 in 

einen 01 produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus 
anzieht und da£ in dem Organismus enthaltene 61 isoliert und 
die im Ol enthaltenden Fettsauren freisetzt . 

25 12. Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem er- 
hohten Gehalt an gesattigten Fettsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ man mindestens eine nicht funktionelle Nuklein- 
sauresequenz gema£ Anspruch 1 oder mindestens ein nicht 
funktionelles Nukleinsaurekonstrukt gemafi Anspruch 4 in 

30 einen 01 produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus 

anzieht und dafi in dem Organismus enthaltene 01 isoliert. 

13. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die ungesattigten Fettsauren einen erhohten Gehalt an 

35 Calendulasaure aufweisen. 

14. Verfahren nach den Anspruchen 9 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, dafi es sich bei dem Organismus um eine Pflanze oder 
einen Mikroorganismus handelt. 

40 

15. Ungesattigte Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren 
gemaS Anspruch 9 . 

16. Triglyceride mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fett- 
45 sauren hergestellt nach einem Verfahren gema£ Anspruch 10. 
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17. Gesattigte Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren gemaE 
Anspruch 11 . 

18. Triglyceride mit einem erhohten Gehalt an gesattigten Fett- 
5 sauren hergestellt nach einem Verfahren gemaS Anspruch 12. 

19 . Verwendung einer Nukleinsauresequenz gemaS Anspruch 1 oder 
eines Nukleinsaurekonstrukt gema£ Anspruch 4 zur Herstellung 
von transgenen Pflanzen. 

10 

20. Verwendung einer Nukleinsauresequenz gema£ Anspruch 1 oder 
eines Fragmentes davon zur Isolierung einer genomischen 
Sequenz iiber Homologiescreening . 

15 21. Verwendung von ungesattigten oder gesattigten Fettsauren 

gemaS Anspruch 15 oder 17 oder Triglyceriden mit einem erhoh- 
ten Gehalt an ungesattigten oder gesattigten Fettsauren gema£ 
Anspruch 16 oder 18 zur Herstellung von Nahrungsmitteln, 
Tierf utter, Kosmetika oder Pharmazeutika . 



20 



25 



22. Enzym, das eine Fettsaure der allgemeinen Struktur I, 

CHjj— COOR 1 ( 1 } 

die zwei durch eine Methylengruppe voneinander getrennte 
Doppelbindungen aufweist, zu einer dreifach ungesattigten 
Fettsaure der allgemeinen Struktur II 




30 



35 



40 




\ i (ID 

CHH— COOR 

umsetzt, wobei die drei Doppelbindungen der Fettsaure in 
Konjugation sind und wobei die Substituenten und Variablen in 
den Verbindungen der allgemeinen Struktur I und II folgende 
Bedeutung haben: 

R 1 = Wasserstoff , substituiertes oder unsubstituiertes , unge- 
sattigte oder gesattigtes, verzweigtes oder unverzweigtes 

Ci-Cio-Alkyl- , -CUT] 1 

0 0 

r 3 A 4 
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R 2 = substituiertes oder unsubstituiertes , ungesattigtes oder 
gesattigtes Ci-C 9 -Alkyl- 

R 3 und R 4 unabhangig voneinander Wasserstoff , substituiertes 
5 oder unsubstituiertes , gesattigtes oder ungesattigtes, 

verzweigtes oder unverzweigtes Ci-C22~ A lkyl car b° n yl- oder 
Phospho- , 



n = 1 bis 14 
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20 



25 
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<110> Institut fur Pf lanzenbiochemie 

<120> Fettsaure-Desaturase-Gen aus Pflanzen 

<130> Sequenz_Desaturase 

<140> 50669 
<141> 1999-08-31 

<160> 2 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 

<211> 1285 

<212> DNA 

<213> Calendula officinalis 

<220> 

<221> CDS 

<222> (42) . . (1175) 

<400> 1 

aaaagctcac ttctctgtga gggtaattat atatcaacaa c atg ggt get ggt ggt 56 

Met Gly Ala Gly Gly 
1 5 

egg atg teg gat cca tct gag gga aaa aac ate ctt gaa cgt gtg cca 104 
Arg Met Ser Asp Pro Ser Glu Gly Lys Asn lie Leu Glu Arg Val Pro 

10 15 20 

gtc gat cca ccg ttc acg tta age gat ctg aag aaa gcg att cct ace 152 
Val Asp Pro Pro Phe Thr Leu Ser Asp Leu Lys Lys Ala He Pro Thr 
25 30 35 

cat tgc ttt gag cga tct gtc ate egg tea tea tac tat gtt gtt cat 200 
His Cys Phe Glu Arg Ser Val He Arg Ser Ser Tyr Tyr Val Val His 
40 45 50 

gat etc att gtt gee tat gtc ttc tac tac ctt gca aac acg tat ate 248 
Asp Leu He Val Ala Tyr Val Phe Tyr Tyr Leu Ala Asn Thr Tyr He 
55 60 65 

cct ctt att cct aca cct ctg get tac eta gca tgg ccc gtt tac tgg 296 
Pro Leu He Pro Thr Pro Leu Ala Tyr Leu Ala Trp Pro Val Tyr Trp 
70 75 80 85 

ttt tgt caa get age ate etc ace ggc etc tgg gtc ate ggt cac gaa 344 
Phe Cys Gin Ala Ser He Leu Thr Gly Leu Trp Val He Gly His Glu 
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tgt ggt cac cat gca ttt age gac tac cag ttg att gat gac att gtt 392 

Cys Gly His His Ala Phe Ser Asp Tyr Gin Leu He Asp Asp He Val 

105 110 115 

gga ttc gtg etc cat teg get etc etc acc ccg tat ttc tct tgg aaa 440 

Gly Phe Val Leu His Ser Ala Leu Leu Thr Pro Tyr Phe Ser Trp Lys 
120 125 130 

tat age cac agg aat cac cac gec aac aca aat tea etc gat aac gat 488 

Tyr Ser His Arg Asn His His Ala Asn Thr Asn Ser Leu Asp Asn Asp 
135 140 145 

gaa gtt tac att cct aaa cgt aag teg aag gtc aag att tat tec aaa 536 

Glu Val Tyr He Pro Lys Arg Lys Ser Lys Val Lys He Tyr Ser Lys 
150 155 160 165 

ctt ctt aac aat cca ccc ggg cga gtg ttc act ttg gtg ttt egg ttg 584 

Leu Leu Asn Asn Pro Pro Gly Arg Val Phe Thr Leu Val Phe Arg Leu 
170 175 180 

act tta gga ttt ccg tta tac etc tta act aat ate teg ggc aag aaa 632 

Thr Leu Gly Phe Pro Leu Tyr Leu Leu Thr Asn He Ser Gly Lys Lys 

185 190 195 

tac ggg agg ttt gee aac cac ttt gat ccc atg agt cca att ttc aac 680 

Tyr Gly Arg Phe Ala Asn His Phe Asp Pro Met Ser Pro lie Phe Asn 
200 205 210 

gat cgt gaa cgc gtt caa gtt ttg eta tec gat ttc ggt ctt etc get 728 

Asp Arg Glu Arg Val Gin Val Leu Leu Ser Asp Phe Gly Leu Leu Ala 
215 220 225 

gta ttt tat gca ate aag ctt ctt gta gca gca aaa ggg gca get tgg 776 

Val Phe Tyr Ala He Lys Leu Leu Val Ala Ala Lys Gly Ala Ala Trp 
230 235 240 245 

gta ate aac atg tac gca att cca gta eta ggt gta age gtg ttc ttc 824 

Val He Asn Met Tyr Ala He Pro Val Leu Gly Val Ser Val Phe Phe 
250 255 260 

gtt ttg ate aca tat ttg cac cac acc cat etc tea etc cct cat tat 872 

Val Leu He Thr Tyr Leu His His Thr His Leu Ser Leu Pro His Tyr 

265 270 275 

gat tea acc gaa tgg aac tgg ate aaa ggc gec tta tea aca ate gat 920 

Asp Ser Thr Glu Trp Asn Trp lie Lys Gly Ala Leu Ser Thr He Asp 
280 285 290 



agg gat ttc ggg ttc ctg aat egg gtt ttc cac gac gtt aca cac act 
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Arg Asp Phe Gly Phe Leu Asn Arg Val Phe His Asp Val Thr His Thr 
295 300 305 

cac gtc ttg cat cat ttg ate tea tac att cca cat tat cat gca aag 1016 
His Val Leu His His Leu lie Ser Tyr lie Pro His Tyr His Ala Lys 
310 315 320 325 

gaa gca agg gat gca ate aag cca gtg ttg ggc gag tac tat aaa ate 1064 
Glu Ala Arg Asp Ala lie Lys Pro Val Leu Gly Glu Tyr Tyr Lys lie 
330 335 340 

gac agg act cca att ttc aaa gca atg tat aga gag get aag gaa tgc 1112 
Asp Arg Thr Pro lie Phe Lys Ala Met Tyr Arg Glu Ala Lys Glu Cys 
345 350 355 

ate tac ate gag ccc gat gag gat age gag cac aaa ggt gtg ttc tgg 1160 
lie Tyr lie Glu Pro Asp Glu Asp Ser Glu His Lys Gly Val Phe Trp 
360 365 370 

tac cac aag atg taa tcaaaaaggt gtatgtcaat gcaattgtat gcttaattaa 1215 
Tyr His Lys Met 
375 



gttgttaaac tttctattcc gtgtaataaa ttatcattaa gagaaaaaaa aaaaaaaaaa 1275 
aaaaaaaaaa 1285 



<210> 2 
<211> 377 
<212> PRT 

<213> Calendula officinalis 
<400> 2 

Met Gly Ala Gly Gly Arg Met Ser Asp Pro Ser Glu Gly Lys Asn He 
15 10 15 

Leu Glu Arg Val Pro Val Asp Pro Pro Phe Thr Leu Ser Asp Leu Lys 
20 25 30 

Lys Ala He Pro Thr His Cys Phe Glu Arg Ser Val He Arg Ser Ser 
35 40 45 

Tyr Tyr Val Val His Asp Leu He Val Ala Tyr Val Phe Tyr Tyr Leu 
50 55 60 

Ala Asn Thr Tyr lie Pro Leu lie Pro Thr Pro Leu Ala Tyr Leu Ala 
65 70 75 80 



Trp Pro Val Tyr Trp Phe Cys Gin Ala Ser He Leu Thr Gly Leu Trp 

85 90 95 
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Val He Gly His Glu Cys Gly His His Ala Phe Ser Asp Tyr Gin Leu 
100 105 110 

He Asp Asp He Val Gly Phe Val Leu His Ser Ala Leu Leu Thx Pro 
115 120 125 

Tyr Phe Ser Trp Lys Tyr Ser His Arg Asn His His Ala Asn Thr Asn 
130 135 140 

Ser Leu Asp Asn Asp Glu Val Tyr He Pro Lys Arg Lys Ser Lys Val 
145 150 155 160 

Lys He Tyr Ser Lys Leu Leu Asn Asn Pro Pro Gly Arg Val Phe Thr 
165 170 175 

Leu Val Phe Arg Leu Thr Leu Gly Phe Pro Leu Tyr Leu Leu Thr Asn 
180 185 190 

lie Ser Gly Lys Lys Tyr Gly Arg Phe Ala Asn His Phe Asp Pro Met 
195 200 205 

Ser Pro He Phe Asn Asp Arg Glu Arg Val Gin Val Leu Leu Ser Asp 
210 215 220 

Phe Gly Leu Leu Ala Val Phe Tyr Ala He Lys Leu Leu Val Ala Ala 
225 230 235 240 

Lys Gly Ala Ala Trp Val He Asn Met Tyr Ala lie Pro Val Leu Gly 
245 250 255 

Val Ser Val Phe Phe Val Leu lie Thr Tyr Leu His His Thr His Leu 
260 265 270 

Ser Leu Pro His Tyr Asp Ser Thr Glu Trp Asn Trp He Lys Gly Ala 
275 280 285 

Leu Ser Thr lie Asp Arg Asp Phe Gly Phe Leu Asn Arg Val Phe His 
290 295 300 

Asp Val Thr His Thr His Val Leu His His Leu He Ser Tyr He Pro 
305 310 315 320 

His Tyr His Ala Lys Glu Ala Arg Asp Ala He Lys Pro Val Leu Gly 
325 330 335 

Glu Tyr Tyr Lys lie Asp Arg Thr Pro He Phe Lys Ala Met Tyr Arg 
340 345 350 

Glu Ala Lys Glu Cys lie Tyr lie Glu Pro Asp Glu Asp Ser Glu His 
355 360 365 
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Lys Gly Val Phe Trp Tyr His Lys Met 
370 375 
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FIG.1 
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FIG.2 
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1 50 

MGAGGRMSDP SEGK. . . .NI LERVPVDP.P FTLSDLKKAI PTHCFERSVI 

MGGGGR.GRT SQ.K....PL MERVSVDP.P FTVSDLKQAI PPHCFKRSVI 

MGAGGR.GRT SE.K SV MERVSVDPVT FSLSELKQAI PPHCFQRSVI 

MGGGGRMPVP TKGKKSKSDV FQRVPSEKPP FTVGDLKKVI PPHCFQRSVL 

51 100 
RSSYYWHDL IVAYVFYYLA NTYIPLIPTP LAYLAWPVYW FCQASILTGL 
RSSYYIVHDA IIAYIFYFLA DKYIPILPAP LAYLAWPLYW FCQASILTGL 
RSSYYWQDL IIAYIFYFLA NTYIPTLPTS LAYLAWPVYW FCQASYLTGL 
HSFSYWYDL VTAALFFYTA SRYIHLQPHP LSYVAWPLYW FCQGSVLTGV 

101 150 

WVI GHECGHH AFSDYQLIDD IVGFVLHSAL LTPYFSWKYS HRNHHANTNS 

WVIGHECGHH AFSDYQWVDD TVGFILHSFL MTPYFSWKYS HRNHHANTNS 

WILGHECGHH AFSNYTWFDD TVGFILHSFL LTPYFSWKFS KRNHHSNTSS 

WVIAHECGHH AFSDYQWLDD TVGLLLKSAL LVPYFSWKYS HRRHHSNTGS 

151 200 

LDNDEVYIPK RKSKVKIYSK LLNNP PGRVF TLVFRLTLGF PLYLLTNISG 

LDNDEVYIPK SKAKVALYYK VLNHPPGRLL IMFITFTLGF PLYLFTNISG 

IDNDEVYIPK SKSKLARIYK LLNNPPGRLL VLIIMFTLGF PLYLLTNISG 

LERDEVFVPK KRSGISWSSE YLNNPPGRVL VLLVQLTLGW PLYLMFNVSG 

201 250 
KKYGRFANHF DPMSPIFNDR ERVQVLLSDF GLLAVFYAIK LLVAAKGAAW 
KKYERFANHF DPMSPIFKER ERFQVLLSDL GLLAVLYGVK LAVAAKGAAW 
KKYDRFANHF DPMSPIFKER ERFQVFLSDL GLLAVFYGIK VAVANKGAAW 
RPYDRFACHF DPKSPIYNDR ERLQIYISDA GIVAVMYGLY RLVAAKGVAW 

251 300 
VINMYAIPVL GVSVFFVLIT YLHHTHLSLP HYDSTEWNWI KGALSTIDRD 
VTCIYGIPVL GVFIFFDIIT YLHHTHLSLP HYDSSEWNWL RGALSTIDRD 
VACMYGVPVL GVFTFFDVIT FLHHTHQSSP HYDSTEWNWI RGALSAIDRD 
WCYYGVPLL WNGFLVLIT YLQHTQPSLP HYDSSEWDWL KGALATVDRD 

301 350 

FGFLNRVFHD VTHTHVLHHL ISYIPHYHAK EARDAIKPVL GEYYKIDRTP 

FGFLNSVLHD VTHTHVMHHL FSYIPHYHAK EARDAINTVL GDFYKIDRTP 

FGFLNSVFHD VTHTHVMHHL FSYIPHYHAK EARDAIKPIL GDFYMIDRTP 

YGFLNKVLHN ITDTHVAHHL FSTMPHYHAM EATKAIKPIL GDYYQCDRTP 

351 384 
IFKAMYREAK ECIYIEPDED SEHKGVFWY. HKM* 
ILKAMWREAK ECIFIEPEKG RESKGVYWY. NKF* 
ILKAMWREGR ECMYIEPDS . . KLKGVYWY. HKL* 
VFKAMYREVK ECIYVEADEG DNKKGVFWYK NKL* 
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FIG.3 



rel. Absorption 
(268 nm) 
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FIG.4 
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